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Première partie :  
Généralités sur les maladies à prions 
 
Chapitre I : Les maladies à prions 
Les maladies à prions, encore appelées Encéphalopathies Spongiformes Transmissibles (ESTs), 
sont un groupe de pathologies neurodégénératives touchant à la fois l’Homme et l’animal. Elles ont 
été décrites chez de nombreux mammifères : bovins, caprins, cervidés, félins, ovins et visons.   
Chez l’Homme, plusieurs formes distinctes d’ESTs ont été dénombrées, reposant sur différents 
critères épidémiologiques, cliniques, biochimiques et génétiques.  
Quelle que soit l’espèce touchée, ces pathologies présentent de nombreuses caractéristiques 
communes, à savoir (Lampert, Gajdusek et Gibbs, 1972) :  
- Leur caractère transmissible suite à l’exposition naturelle ou expérimentale à un organe infecté ; 
- Une longue phase d’incubation silencieuse (asymptomatique) pouvant durer plusieurs années 
chez l’Homme suivie d’une détérioration rapide et irréversible de l’état de santé du patient une fois 
le déclenchement des symptômes ; 
- Une encéphalopathie c'est-à-dire une atteinte de l’encéphale (cerveau, tronc cérébral et cervelet) 
et de la moelle épinière, associée à une absence de réaction immunitaire détectable contrairement 
aux encéphalites ;  
- Une triade lésionnelle du système nerveux central (SNC) : spongiose, gliose et perte neuronale ;  
- Une accumulation de la protéine prion (PrP) de l’hôte dans une conformation anormale 
(Prusiner 1982) ;  
- Une issue systématiquement fatale de l’individu quel que soit le traitement mis en œuvre.   
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1- Des caractéristiques communes  
Les ESTs sont des maladies chroniques à évolution subaiguë. Ce terme fait référence à un 
tableau clinique divisé en deux phases, une première asymptomatique caractérisée par une longue 
période d’incubation suivie d’une phase symptomatique associée à une dégradation rapide de l’état 
de santé du patient.  
La phase asymptomatique est longue au regard de l’espérance de vie des différentes espèces 
atteintes. Elle peut s’étendre de quelques mois chez l’animal à des années voire des décennies chez 
l’Homme, comme ce fut le cas pour des patients ayant développé un Kuru, 50 ans après l’ingestion 
d’aliments contaminés (Collinge et al., 2006). Pourtant aucune réaction du système immunitaire n’est 
détectée : absence de réponse systémique (fièvre, inflammation) et de marqueur biologique 
(production d’anticorps, infiltration de cellules immunitaires périphériques vers le SNC). Cette phase 
préclinique n’est pas pour autant inactive puisqu’il a été démontré que l’agent se réplique 
silencieusement dans les organes périphériques avant d’envahir le SNC. 
La phase symptomatique dépend du type de la maladie mais inclut généralement des troubles 
psychiatriques et neurologiques sévères (Thompson et al., 2014). Ces signes cliniques reflètent 
l’atteinte cérébrale majeure et irréversible. Face à l’absence de traitement efficace, les maladies à 
prions, quelle que soit l’espèce considérée évoluent rapidement et sans rémission jusqu’à la mort de 
l’individu.  
L’analyse post-mortem du SNC d’un individu atteint de maladie à prions permet de révéler une triade 
lésionnelle histologique de la substance grise : spongiose, perte neuronale et gliose. Ces critères 
neuropathologiques isolés ne sont pas spécifiques, seule la présence de ces trois éléments est 
évocatrice d’une maladie à prion. La spongiose correspond à des vacuolisations conférant au 
cerveau, examiné au microscope, un aspect général « troué » tel une éponge, d’où le qualificatif 
(Figure 1). La vacuolisation est située dans le neuropile, ou au niveau des dendrites et plus rarement 
dans les axones et le corps cellulaire des neurones, ou soma (Jeffrey et al., 1992). La microscopie a 
permis de montrer que le diamètre des vacuoles est compris entre 5 et 40 μm.  
Une perte neuronale est également décrite. Elle est associée aux troubles cognitifs sévères décrits 
dans les ESTs (Mallucci et al., 2003). Dans certaines formes de maladie à prions, la perte neuronale 
peut être importante et conduire à une atrophie cérébrale (Fraser et al., 1996). L’absence d’infiltrat 
lymphocytaire et macrophagique en périphérie de la lésion a permis de suggérer que la perte 
neuronale était associée à une mort par apoptose (implication notamment de la caspase 3). Les 
travaux de Gray et ses collaborateurs confirmeront ces données en détectant des neurones 
apoptotiques autour des lésions neuronales dans le cerveau de patients atteints de MCJ (Gray et al., 
1999). 
Une gliose est retrouvée dans les cellules astrocytaires et microgliales, les deux principaux 
médiateurs cellulaires de la neuroinflammation. L’astrogliose se caractérise par une hypertrophie des 
corps cellulaires et une augmentation des prolongements astrocytaires (hyperplasie), comme le 
souligne la surexpression de la protéine acide fibrillaire gliale (Glial Fibrillary Acid Protein, GFAP) 
(Figure 1). À cette astrogliose s’associe une prolifération des cellules microgliales – macrophagiques. 
L’activation gliale et la dégénérescence neuronale précèdent l’apparition des lésions vacuolaires 
(Pattison, 1965 ; Hadlow, 1961 ; Pattison et Smith, 1963 ; Betmouni et al., 1996 ; Williams et al., 
1997 ; Giese et al., 1998).  
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Le seul critère neuropathologique connu à ce jour pour caractériser spécifiquement les maladies à 
prions est l’accumulation de la protéine prion (PrP) anormalement conformée de l’hôte (Figure 1). 
Elle est détectable par des techniques immunohistochimiques (IHC) et biochimiques.  
 
Figure 1 : Lésions histologiques du système nerveux chez des animaux ou des individus atteints de maladie à prions 
(d’après Aguzzi, 2001). 
La spongiose est mise en évidence par coloration en hématoxyline éosine (HE). L’activation astrocytaire (ou astrogliose) est 
détectable par une augmentation du marqueur GFAP (protéine acide fibrillaire gliale). Les dépôts anormaux de protéine 
prion (PrP) sont uniquement retrouvés chez les individus atteints de maladie à prions.  
Dans les maladies à prions, des dépôts amyloïdes1 sont détectés. Ils correspondent à l’accumulation 
anormale de protéines insolubles et fibrillaires, normalement dégradées par l’organisme en condition 
physiologique. En histologie, ces dépôts anormaux ont des propriétés tinctoriales (capacité de 
biréfringence à la lumière polarisée d’un microscope) permettant une mise en évidence par 
coloration au rouge Congo. L’analyse en microscopie électronique met en évidence la présence de 
structures fibrillaires enrichies en feuillets béta. 
Bien que les lésions soient uniquement restreintes au SNC, la PrP anormale est capable de 
s’accumuler et même de se répliquer dans les organes lymphoïdes (rate, ganglions lymphatiques). 
Sa dissémination dans l’organisme est dépendante de la porte d’entrée du prion et fera l’objet d’une 
description plus importante dans le troisième chapitre de ce manuscrit2. Ces maladies ont été 
montrées comme transmissibles et sont considérées comme infectieuses. L’agent causal des 
maladies à prions est connu pour son extrême résistance aux procédés de décontamination 
classiquement utilisés, et sa capacité, dans certains cas, à franchir les barrières d’espèces. Ce point 
révèle la complexité et le risque en termes de santé publique de ces pathologies.  
                                                          
1L’amyloïde, un terme générique, utilisé pour décrire les changements de conformations d’une protéine sous 
forme de dépôts extracellulaires caractérisés par une forte insolubilité, un enrichissement en feuillets β, la 
présence de structures fibrillaires et une bifringence après coloration au Rouge Congo.  
2Première partie - Chapitre III : Pathogénèse des maladies à prions (pages 37 à 45). 
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2- Chez l’animal  
2.1 La tremblante des petits ruminants  
La tremblante des petits ruminants (caprins et ovins) est décrite sous une forme dite « classique » en 
opposition à la tremblante atypique mise en évidence plus tardivement grâce à l’utilisation des tests 
rapides de dépistage.  
La forme classique  
Dès 1732, des récits relatent la présence d’animaux atteints de la tremblante d’abord en Angleterre 
(Besnoit et Morel, 1898 ; Plummer, 1946 ; pour revue Schneider et al., 2008). L’augmentation du 
nombre de cas conduira à d’importantes conséquences économiques en Angleterre où le commerce 
de la laine était très présent.   
La tremblante touche des individus généralement âgés de deux à cinq ans. Elle est caractérisée par 
des tremblements de la tête et des troubles sensitifs associés à d’importantes lésions de grattage 
avec prurit d’où son appellation commune de Scrapie en anglais3. Des troubles moteurs et visuels, 
une perte de poids ainsi que des difficultés respiratoires (dyspnée) sont également retrouvés. La 
durée d’évolution clinique est rapide et le décès de l’animal est observé en moyenne deux mois 
après le déclenchement des signes cliniques. La tremblante a des allures endémiques (Detwiler et 
Baylis, 2003) et l’ensemble des pays ont rapporté la présence d’animaux infectés à l’exception de 
l’Australie et de la Nouvelle-Zélande (Kittelberger et al., 2010). Des foyers de tremblante sont encore 
aujourd’hui observés : en 2013, six cas ont été recensés en France (2/58 715 caprins et 4/50 467 
ovins) (site du ministère de l’agriculture et de l’alimentation : www.agriculture.gouv.fr).  
L’agent causal de la tremblante présente la particularité d’être disséminé, en plus du SN, dans 
l’ensemble de l’organisme : la rate, l’intestin, les ganglions, le placenta, le sang ainsi que le lait et le 
colostrum (Lacroux et al., 2008 ; Andréoletti et al., 2012). Cette large dissémination explique la 
diversité des modes de transmission. La contamination peut être intra- et inter-espèce au sein des 
petits ruminants et semble se faire principalement de la mère à sa progéniture (Andréoletti et al., 
2002) : de façon verticale lors de la mise-bas, ou horizontale via la consommation des annexes 
fœtales particulièrement infectieuses (placentophagie). La fréquence de transmission de la 
tremblante entre sujets adultes est plus faible mais connue (Ryder et al., 2004). Des données 
expérimentales révèlent la possibilité d’une infection suite à des scarifications cutanées, bien que 
cela n’ait jamais été confirmé de façon naturelle (Carp et Callahan, 1982 ; Taylor et al., 1996 ; Mohan 
et al., 2005). Il a été montré que l’agent est extrêmement résistant dans l’environnement. Ainsi, des 
champs dits « maudits » contaminés par des fèces d’animaux eux-mêmes infectés peuvent être 
laissés en jachère pendant plusieurs années, et contaminer un nouveau cheptel (Dexter et al., 2009). 
En 1936, les expériences de deux vétérinaires français, Jean Cuillé et Paul-Louis Chelle, démontrent la 
transmissibilité de l’agent responsable de la tremblante par injection intracérébrale (IC) d’un broyat 
de cerveau provenant d’un animal malade à des moutons sains (Cuillé et Chelle, 1936). Le risque 
zoonotique de la tremblante à l’Homme a été évalué in vivo. Par voie intracérébrale, la 
transmissibilité de l’agent est efficace chez le singe marmouset (Baker et al., 1993) ; chez le macaque 
cynomolgus c’est après une plus longue période d’incubation (Comoy et al., 2015).   
                                                          
3 La tremblante est nommée Scrapie en anglais en référence au verbe to scrape signifiant se gratter. 
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Les expériences de Cassard et ses collègues ont mis en évidence la transmissibilité de l’agent à des 
souris humanisées (Cassard et al., 2014). Jusqu’alors, aucun cas de transmission à l’Homme n’a été 
rapporté et la tremblante n’est donc pas considérée comme une zoonose. Toutefois, le principe de 
précaution a conduit les autorités françaises à rendre cette maladie à déclaration obligatoire depuis 
le 14 juin 1996. Des mesures sanitaires ont été prises en vue d’éradiquer les foyers d’infection : 
lorsqu’un cas est détecté une partie du cheptel pourra être éliminée.   
En parallèle, des mesures préventives de sélection génétique ont été mises en place en France sous 
la forme du programme national d’amélioration génétique pour la résistance à la tremblante, et plus 
largement en Europe. Il a été découvert que le gène Prnp, codant pour la PrP, influence la 
susceptibilité à développer la tremblante « classique ». Plus particulièrement, l’apparition de la 
maladie est fortement liée au polymorphisme situé sur les codons 136 (A ou V), 154 (R ou H) et 171 
(Q, H, ou R) définissant cinq allèles (VRQ, ARQ, ARH, AHQ, ARR) (Tableau 1). L’objectif est de 
promouvoir les animaux à génotype dit « résistant » ARR et de diminuer le nombre d’animaux 
présentant un génotype VRQ dit « sensible » au développement de la tremblante (Brochard, 2005 ; 
Dupres, 2011). Néanmoins, des cas de tremblante sont connus chez des individus avec des génotypes 
dits « résistants » (Groschup et al., 2007).   
Des programmes officiels de surveillance ont également été instaurés en testant les caprins et ovins 
présentant des signes cliniques et/ ou ceux abattus, réformés ou retrouvés morts.  
Tableau 1 : Résistance à la tremblante des principaux génotypes chez le mouton.  
Génotype du mouton  ARR/ ARR AHQ/ ARH/ ARQ VRQ/ VRQ 
Échelle de résistance à 
la tremblante classique  
Résistant* Intermédiaire Hautement sensible 
*Le génotype ARR est sensible à la tremblante atypique 
La tremblante atypique ou Nor98  
La tremblante atypique a été décrite pour la première fois en 1998 en Norvège, d’où la dénomination 
Nor98 (Tranulis et al., 1999). Elle diffère de la forme classique d’un point de vue clinique, 
pathologique, biochimique et épidémiologique. 
Avant les campagnes de dépistage actif, les cas de tremblante atypique n’étaient pas détectés 
(Fediaevsky et al., 2008). Cela peut s’expliquer par la présence de signes cliniques peu prononcés et 
non associés à des tremblements ou des prurits. On observe le plus souvent un dépérissement 
(amaigrissement, changement de comportement), une ataxie et une marche anormale. Les animaux 
atteints sont généralement plus âgés que dans la forme classique (Lühken et al., 2007 ; Benestad et 
al., 2008) : ayant probablement pour conséquence l’euthanasie de l’animal (liée à sa durée de vie 
économique) avant qu’il ait eu le temps de développer la maladie. La tremblante atypique est aussi 
retrouvée chez des moutons homozygotes ARR alors que ce phénotype est connu pour être résistant 
à la tremblante classique (Tableau 1). Contrairement à la forme classique, des cas de tremblante 
atypique ont été signalés en Australie et en Nouvelle-Zélande (Kittelberger et al., 2010). Des 
différences biochimiques ont été mises en évidence entre les agents de la tremblante classique et 
atypique (Buschmann et al., 2004 ; Le Dur et al., 2005). Ces données symptomatologiques et 
biochimiques ainsi que celles concernant la répartition géographique suggèrent une origine 
différente des deux formes. Une des hypothèses avancées est que la tremblante atypique serait une 
maladie neurodégénérative spontanée des ovins âgés (Lühken et al., 2007). Cette origine endogène 
serait influencée par des facteurs génétiques, environnementaux et métaboliques.   
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Toutefois, au terme de longues périodes d’incubation, la tremblante atypique est transmissible dans 
des modèles murins (Le Dur et al., 2005 ; Simmons et al., 2007) et chez le mouton (Simmons et al., 
2011). L’analyse rétrospective de cerveaux de mouton en IHC révèle la présence de cas positifs dès 
1987 sur le territoire anglais (Webb et al., 2009). En 2013, 12 cas ont été recensés sur le territoire 
français (3/58 715 caprins et 9/50 467 ovins, www.agriculture.gouv). 
2.2 L’Encéphalopathie Spongiforme Bovine 
Tout comme la tremblante des petits ruminants, l’encéphalopathie spongiforme bovine (ESB) est 
présente sous une forme dite « classique » et une autre atypique dont deux souches distinctes ont 
été décrites.  
La forme classique 
L’ESB a été décrite pour la première fois en 1986 au Royaume Uni (RU). Depuis, elle a été observée 
dans plus de 19 pays, dont la France (Wells et al., 1987). Baptisée « maladie de la vache folle », elle 
touche généralement des bovins âgés de trois à six ans (Sala et al., 2012). La phase clinique débute 
par un changement de comportement associé à une hyperexcitabilité, suivi de troubles moteurs 
(Wilesmith et al., 1992).   
Les données épidémiologiques ont rapidement établi un lien entre l’ESB et la consommation de 
farines de viande et d’os (FVO). Ces dernières communément appelées farines animales provenaient 
de carcasses recyclées de bovins (85%) et de moutons (15%) ainsi que des déchets des ateliers 
d’équarrissage. Ces farines animales étaient réintroduites dans l’alimentation animale, notamment 
bovine, sous forme de compléments protéiques (Wilesmith et al., 1991). Dans les années 70, le 
contexte des chocs pétroliers a conduit le RU à diminuer leurs coûts de production des farines 
animales notamment en abaissant la température des procédés de fabrication (Deslys et Picot, 
2001). En parallèle, l’hexane, traitement classiquement utilisé pour extraire les graisses des farines, a 
été supprimé. Ces modifications de fabrication, qui continuaient à être efficaces vis-à-vis des 
bactéries et des virus et à garantir une forte teneur en sels minéraux et en protéines, ont conduit à 
une absence d’inactivation de l’agent de l’ESB. L’origine de la contamination initiale n’est pas 
entièrement comprise et deux hypothèses sont envisagées. Les farines animales ont pu être 
contaminées à partir : (i) de carcasses de moutons atteints de tremblante ou (ii) d’un cas spontané 
d’ESB introduit dans la chaîne de fabrication. La commercialisation d’animaux infectés en phase 
asymptomatique et de complément alimentaire issues de farines animales ont conduit à la 
propagation rapide de l’ESB dans les autres pays.   
Cette anazootie4 a eu d’importantes répercussions économiques associées à une destruction 
complète des cheptels, une image négative des éleveurs et une diminution de la consommation de 
viande de la part des consommateurs. Tout comme la tremblante, l’ESB est une maladie à 
déclaration obligatoire depuis 1996 en France. Elle a officiellement touché environ 200 000 bovins 
dont 94% au RU (184 627 cas) et 6041 cas dans le reste du monde avec 1036 cas en France (données 
issues de l’Organisation Mondiale de la Santé Animale, OMS). Depuis le 30 juin 2016, deux cas ont 
été rapportés : un premier en Espagne et un second en France. Ce nombre est très faible mais ce 
sont deux animaux nés plus de 10 ans après l’interdiction de l’utilisation des farines animales. 
L’origine de ces cas reste inexpliquée suggérant soit un autre mode de contamination non identifié à 
ce jour soit la persistance de l’agent de l’ESB sous une forme sporadique.   
                                                          
4L’anazootie correspond à une maladie ayant une seule et même origine commune.  
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Les formes atypiques 
De façon comparable à la découverte de la tremblante atypique, les tests de dépistage des ruminants 
ont permis la mise en évidence de formes atypiques d’ESB jusqu’alors ignorées. Elles sont rares et 
affectent des bovins âgés en moyenne de 12 ans (Sala et al., 2012). De 2010 au 30 juin 2016, 24 cas 
ont été détectés dans le monde (OMS). La caractérisation des souches impliquées dans les maladies à 
prions permet de définir des signatures typiques en Western blot (WB). L’analyse des échantillons 
d’ESB atypique grâce à cette technique révèle la présence de la forme anormale de la PrP sous 
deux nouveaux profils électrophorétiques différents de celui de l’ESB dite « classique » : le type L, 
pour « Low » dont le poids moléculaire des bandes est inférieur à celui observé pour l’ESB classique 
et le type H pour « High » qui a, inversement, une taille supérieure. Très rapidement après la 
découverte de ces deux profils, une origine commune à l’ESB « classique » a été suggérée. Des 
études de transmission à des souris transgéniques soulignent des ressemblances biochimiques entre 
l’ESB classique et la forme atypique de type L (Béringue et al., 2007 ; Capobianco et al., 2007) et de 
type H (Baron et al., 2011 ; Torres et al., 2011). Ces données semblent confirmer l’hypothèse selon 
laquelle les formes atypiques seraient à l’origine de la forme classique de l’ESB. 
Décrit pour la première fois en Italie, le type L a initialement été appelé BASE, de l’anglais Bovine 
Amyloidotic Spongiform Encephalopathy, en référence à une importante quantité de plaques 
amyloïdes de PrP anormale retrouvée dans le SNC des deux bovins analysés (Casalone et al., 2004). 
La transmission de l’agent de l’ESB de type L est très efficace in vivo, que ce soit chez les bovins 
(Lombardi et al. 2008 ; Okada et al., 2011), les primates non humains, PNH (Comoy et al., 2008 ; 
Mestre-Francés et al., 2012), ou les souris transgéniques sur-exprimant la PrP humaine ou ovine 
(Buschmann et al., 2006). Ces données laissent craindre un risque en termes de santé publique. Cet 
agent n’est pas transmissible aux souris conventionnelles (Capobianco et al., 2007). 
Le type H a initialement été décrit en France, puis retrouvé dans d’autres pays européens (Biacabe et 
al., 2004). L’évaluation du potentiel zoonotique de cet agent dans un modèle murin humanisé 
souligne l’absence de transmission de la maladie (Béringue, Herzog, et al., 2008). Ainsi, l’agent de 
l’ESB de type H, contrairement au type L, ne semble pas présenter de risque en termes de santé 
publique. 
2.3 Les autres formes de maladies à prions animales 
Les autres ESTs animales ont touché moins de cas que ceux rapportés pour la tremblante et l’ESB.  
Des cas d’Encéphalopathie Spongiforme Féline ont été recensés au RU dès 1990 chez les chats 
domestiques âgés en moyenne de quatre à neuf ans (Aldhous, 1990 ; Wyatt et al., 1991). Différents 
zoos ont également fait état de contamination au sein de félins sauvages (guépard, lion, ocelot, 
puma, et tigre) (Kirkwood et Cunningham, 1994). Les symptômes sont principalement un 
changement de comportement, une agressivité, une ataxie ainsi qu’une hyperesthésie. Environ 
100 cas ont été rapportés avec une période d’incubation moyenne de cinq ans. Il semblerait que 
l’agent responsable de l’ESB se soit retrouvé dans leur alimentation soit par l’ingestion de croquettes 
contenant des farines animales contaminées soit en nourrissant directement les grands félins avec 
des carcasses infectées. Ainsi, l’agent responsable de l’ESB a réussi à franchir la barrière d’espèce 
bovin-félin.   
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L’Encéphalopathie Spongiforme du vison, de l’anglais Transmissible Mink Encephalopathy (TME) a 
été observée pour la première fois en 1947 dans une ferme de l’état du Wisconsin, aux États-Unis 
(Hartsough et Burger, 1965).  
Les principaux symptômes sont un amaigrissement et une hyperexcitabilité. La période d’incubation 
s’étend de six à douze mois. L'origine exacte de la contamination est encore peu comprise. L’une des 
hypothèses est qu’elle soit liée à une contamination par voie orale suite à l’ingestion de carcasses 
issues de bovins infectés par de l’ESB atypique. En effet, des transmissions expérimentales à des 
souris transgéniques ((T. Baron et al. 2007) et au macaque cynomolgus (Comoy et al., 2013) révèlent 
la présence de similarités biochimiques entre l’agent de la TME et celui de l’ESB de type L.  
Le dépérissement chronique des cervidés, de l’anglais Chronic Wasting Disease (CWD), a été décrit 
pour la première fois dans le Colorado en 1967 (Williams, 2005). La CWD affecte les cervidés en 
captivités et sauvages (caribou, cerf de Virginie, cerf-mulet, élan, rennes, wapiti) âgés de trois à 
sept ans (Miller, Wild, et Williams, 1998 ; Williams, 2005 ; Sigurdson et Aguzzi, 2007). À ce jour, c’est 
la seule EST présente de façon naturelle chez des animaux sauvages. Les cervidés présentent un 
amaigrissement, un dépérissement progressif ainsi qu’une salivation excessive. La période clinique 
est d’environ trois mois ce qui est rapide par rapport aux autres ESTs.   
La CWD présente de nombreux points communs avec la tremblante notamment au niveau de la 
physiopathologie. L’agent causal est retrouvé dans l’urine, les fèces, la salive, le sang et les bois (pour 
revue Waddell et al., 2017). La dissémination précoce de l’infectiosité dans les organes périphériques 
semble favoriser la transmission rapide au sein du troupeau. Les études épidémiologiques font état 
d’une exportation de cas d’animaux infectés en phase asymptomatique du Canada vers la Corée du 
Sud (Kim et al., 2005).   
En avril 2016, le premier cas de renne infecté a été détecté en Norvège. Depuis, les dernières 
données confirment trois autres cas : deux élans (mai 2016) et un caribou (août, 2016). Les autorités 
européennes compétentes ont décidé d’augmenter les mesures de prévention afin de limiter la 
propagation de l’agent en autorisant l’extermination des foyers d’infection. Précisons que les 
cervidés sont consommés en Amérique, notamment par les chasseurs. Pour l’heure aucune donnée 
expérimentale publiée n’a permis de montrer une transmission de l’agent responsable de la CWD à 
l’Homme sauf chez le singe écureuil (qui reste éloigné phylogénétiquement de l’Homme) par voie 
intracérébrale (Marsh et al., 2005 ; Race et al., 2009 ; Race et al., 2014).  
3- Chez l’Homme 
Les ESTs humaines sont rares : on compte environ 110 cas en France chaque année (Institut 
National de Veille Sanitaire, InVS, www.invs.santepubliquefrance). Depuis le 19 septembre 1996, les 
maladies à prions humaines sont à déclaration obligatoire en France. Elles incluent l’insomnie fatale 
familiale (IFF), le syndrome de Gerstmann-Straüssler-Scheinker (GSS), le Kuru et la maladie de 
Creutzfeldt-Jakob (MCJ). Cette dernière découverte par deux neurologues allemands, Hans 
Creutzfeldt en 1920 et Alfons Jakob en 1921, se présente sous trois formes :  
- Les formes sporadiques, les plus fréquentes (85%) ;  
- Les formes génétiques dites familiales (10 %) ;  
- Les formes acquises (5%), regroupant la vMCJ, les cas de contaminations iatrogènes ainsi que 
le Kuru qui a totalement disparu.  
  
Chapitre I : Les maladies à prions  
 
9 
 
D’une façon générale, les patients présentent des atteintes psychiatriques (démence) et 
neurologiques telles qu’une perte de motricité et de la parole. Actuellement, aucun traitement 
curatif n’est disponible et ces pathologies sont systématiquement fatales.  
En l’absence de biomarqueurs spécifiques détectables et donc de techniques de dépistage 
applicables en routine et en ante mortem5, le diagnostic de certitude n’est posé qu’à la mort de 
l’individu lors notamment de l’examen neuropathologique.  
3.1 Les formes sporadiques  
Le terme « sporadique » désigne une apparition de cas isolés dont les causes extérieures n’ont pas 
été identifiées. Ces formes sont donc considérées comme spontanées.  
L’incidence annuelle des MCJ sporadique est de 1 à 2 cas par an et par million d’habitants (Ladogana 
et al., 2005 ; Holman et al., 2010). Elles regroupent à elles seules 85 % des cas d’ESTs humaines 
(Head, 2013). En France, 95 patients ont été recensés en 2016 (InVS). Ce taux est plus élevé dans les 
pays européens au vu d’une surveillance épidémiologique accrue.  
Les patients sont âgés en moyenne de 64 ans avec une distribution allant de 50 à 75 ans. Toutefois, 
un patient âgé de 20 ans a été rapporté (Murray et al., 2008). L’évolution rapide progresse en deux à 
douze mois après l’apparition des premiers signes cliniques. Les patients présentent principalement 
une démence associée à un affaiblissement intellectuel, des troubles de la mémoire ainsi qu’une 
désorientation spatiotemporelle. Des perturbations des conduites sociales sont décrites liées 
notamment au mutisme du patient. Des troubles neurologiques sont également présents tels que 
des pertes d’équilibre, des troubles visuels (cécité corticale) ainsi que dans 90 % des cas des 
contractions musculaires (myoclonies).  
L’origine de la forme sporadique de la MCJ n’est pas élucidée. L’une des hypothèses est qu’elle 
puisse apparaître suite à la génération spontanée de PrP anormale dans le cerveau (Prusiner, 1998). 
L’absence de facteur de risque identifié pour les autres formes de MCJ (contamination alimentaire, 
accident iatrogène ou la présence de mutation génétique) et la distribution géographique aléatoire 
du nombre de cas peuvent corroborer cette théorie. Toutefois, aucune étude n’a permis de mettre 
en évidence d’apparition spontanée de maladie à prions, en dehors des formes familiales.  
3.2 Les formes génétiques  
Les formes génétiques représentent environ 5 à 10 % des cas d’ESTs humaines recensés, soit huit à 
dix cas par an en France (neuf cas en 2016, InVS). Ce sont des maladies autosomiques dominantes 
pour lesquelles 40 mutations ont été décrites sur le gène Prnp codant pour la PrP physiologique 
(Kovács et al., 2002 ; Beck et al., 2010). Les symptômes et les lésions neuronales différent en fonction 
des mutations génétiques (pour revue : Mastrianni, 2010). L’âge d’apparition de la maladie est 
précoce entre 34 et 54 ans, ce qui est en moyenne plus tôt que les autres ESTs humaines. 
Inversement, la phase clinique est généralement rallongée par rapport aux formes sporadiques 
(Liberski, 2012). La symptomatologie et l’analyse génétique peuvent permettre de poser un 
diagnostic du vivant du patient qui sera confirmé à l’examen microscopique du cerveau.   
                                                          
5 Les méthodes de diagnostic seront présentées ultérieurement (Pages 14 à 16).  
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L’IFF est caractérisée par une atteinte thalamique majeure. La mutation la plus fréquence est D178N 
(Montagna et al., 2003). Les signes cliniques débutent généralement par des insomnies (pas 
nécessairement présentes), une perte de poids souvent associée à une perte d’appétit et une 
démence progressive. L’évolution fatale survient environ 14 mois après l’apparition des signes 
cliniques.  
Contrairement aux autres ESTs, la spongiose est souvent absente et seules les lésions neuronales, 
gliose réactionnelle et atrophie thalamique, sont retrouvées. Récemment, un patient sporadique 
(sans mutation sur le gène Prnp) atteint d’IFF a été décrit (Scaravilli et al., 2000). L’examen 
neuropathologique a révélé la présence de PrP anormale associée en ante mortem à des troubles du 
sommeil détectés par enregistrements polysomnographiques. Depuis une dizaine de cas ont été 
rapportée dans la littérature (Piao et al., 2005 ; Hirose et al., 2006 ; Capellari et al., 2008).  
Le syndrome de GSS a été décrit pour la première fois dans une famille autrichienne en 1928 
(Liberski, 2012). La mutation la plus souvent retrouvée est P102L (substitution au codon 102 de la 
proline par la leucine). Le GSS débute par une ataxie cérébelleuse (Hsiao et al., 1989) et peut être 
associé à des paraparésies spastiques ainsi que des troubles extrapyramidaux (Greenfield et al., 
2002). La progression de la maladie est lente et peut s’étendre d’un à 19 ans (Liberski, 2012). 
Histologiquement, ce syndrome est souvent associé à la présence de plaques amyloïdes 
multicentriques disséminées dans l’encéphale.  
La MCJ génétique a été identifiée pour la première fois dans une famille polonaise (Goldgaber et al., 
1989). La mutation la plus fréquente (70% des cas) est causée par la substitution E200K. Elle présente 
des similarités cliniques, lésionnelles et biochimiques avec la forme sporadique de la MCJ (Gambetti 
et al., 2003). Elle est caractérisée par une ataxie précoce et des myoclonies.  
3.3 Les formes acquises 
Les formes acquises regroupent le Kuru, les cas de contaminations iatrogènes et la vMCJ.  
Le kuru  
Les premiers cas dateraient de 1920 mais le Kuru a été officiellement décrit en 1957 par deux 
médecins, Vincent Zigas et Carleton Gajdusek. Confinée dans la tribu des Foré située en Papouasie-
Nouvelle-Guinée, cette maladie n’a jamais été décrite dans d’autre pays, à l’exception des 
populations voisines suite à des mariages avec les Foré. Grâce à ses travaux épidémiologiques et ses 
résultats scientifiques majeurs, Gajdusek recevra en 1976 le prix Nobel de médecine pour ses 
découvertes concernant « de nouveaux mécanismes pour l’origine et la dissémination des maladies 
infectieuses ». De nos jours, cette maladie est éradiquée.  
Classiquement différentes phases dans la survenue des symptômes du Kuru étaient observées 
(Simpson, Lander, et Robson, 1959 ; Zigas et Gajdusek 1959 ; ; Hornabrook, 1968). Un premier stade 
pendant lequel des tremblements étaient visibles sur l’ensemble du corps, rapidement suivis d’une 
perte d’équilibre obligeant l’individu à s’aider d’un bâton. Précisons, qu’en langage Foré, Kuru signifie 
« trembler » (de frayeur ou de froid) (Hornabrook, 1975). Une deuxième phase transitoire dite 
d’euphorie tranquille était caractérisée par des rires incontrôlés. Enfin, le tableau clinique se 
dégradait rapidement et le patient devenait incontinent, incapable d’articuler, de se déplacer et 
d’avaler.   
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Au plus fort du pic de contamination, cette maladie devenait épidémique avec la moitié des décès 
causés par le Kuru dans les villages les plus touchés. Au total 3 000 papous sont morts sur une 
population d’environ 30 000 individus.  
Rapidement le lien épidémiologique entre les pratiques funéraires des papous et le Kuru a été fait. 
Cette population pratiquait de l’endocannibalisme, c'est-à-dire la consommation d’individus décédés 
en fonction des liens de parenté qu’ils entretenaient avec le défunt. L’ensemble du corps était mangé 
et la répartition des organes aux membres de la famille suivait des règles particulières, comme le 
rapporte l’article de Whitfield et ses collaborateurs (Whitfield et al., 2008).  
Ces rites funéraires avaient pour objectif initial de conserver l’âme du défunt au sein de la tribu. En 
2007, le médecin australien Michael Alpers proposera d’appeler ce phénomène « transumption ». 
Ces pratiques étaient majoritairement réservées aux femmes et aux jeunes enfants (de trois à 
sept ans). Cela peut expliquer la répartition inégale des cas entre les hommes et les femmes : 
huit femmes touchées pour un homme et les 2/3 des cas totaux étaient des enfants. Dès la fin des 
années 1950, les autorités australiennes interdisent ces pratiques, et le nombre de cas diminua 
significativement jusqu’à la disparition de la maladie de nos jours (Gajdusek, 1973).    
Les cas décrits plus tard sont attribués à des individus ayant participé aux pratiques funéraires au 
cours de leur enfance, et ayant eu une période d’incubation extrêmement longue de plus de 50 ans 
pour certains (Collinge et al., 2006 ; Collinge et al., 2008). 
De façon équivalente au polymorphisme de susceptibilité retrouvé chez le mouton, il existe chez 
l’Homme un polymorphisme en position 129 (soit une méthionine, M, soit pour une valine, V) sur le 
gène codant pour la PrP. Dans la population caucasienne, 50% des individus sont hétérozygotes 
(MV), 40% sont méthionine homozygotes (MM) et 10% sont valine homozygotes (VV) (Brown et al., 
2012). Ce polymorphisme est considéré comme un facteur de susceptibilité important dans le 
développement et la durée d’incubation de la maladie (Mead et al., 2003). En effet, les individus 
homozygotes MM présentent un risque accru par rapport aux VV et MV (Mead et al., 2009). Les 
études rétrospectives mettent en évidence que les Foré ayant participé aux rites funéraires au cours 
de leur enfance et n’ayant pas développé de Kuru étaient non homozygotes MM sur le codon 129 
(Asante et al., 2015). Chez la souris, les expériences soulignent que la susceptibilité à développer une 
maladie à prions est, dans l’ordre : MM/ MV/ VV (Wadsworth et al., 2001 ; Wadsworth et al., 2004 ; 
Bishop et al., 2006). Expérimentalement, le codon 129 est influencé par l’espèce et la voie 
d’exposition (Palmer et al., 1991 ; Shibuya et al., 1998).  
Ainsi, ce polymorphisme n’est pas directement pathologique mais le codon MM est associé à une 
susceptibilité à développer rapidement une maladie. Dès 1959, soit deux ans après la description du 
Kuru, des ressemblances histologiques ont été observées avec la MCJ par le neuropathologiste Igor 
Klatzo (Klatzo, Gajdusek, et Zigas, 1959), puis avec la tremblante (Hadlow, 1959). L’hypothèse 
concernant l’origine du Kuru semble être la présence d’un cas spontané au sein de la tribu (Alpers et 
Rail, 1967 ; Liberski, Sikorska, et Brown, 2012). En 1966, la transmissibilité de l’agent du Kuru est mise 
en évidence grâce aux expériences de Gajdusek et son équipe sur les chimpanzés (Gajdusek, Gibbs, 
et Alpers, 1966). C’est la première maladie à prions humaine démontrée comme transmissible in 
vivo.  
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Les accidents iatrogènes 
Les cas iatrogènes de MCJ ont été causés suite à l’exposition accidentelle d’extraits cérébraux 
contaminés : (i) directement lors d’injection d’hormones d’origine hypophysaire ou de 
transplantation de greffon contaminé (ii) indirectement via l’intermédiaire d’instruments lors 
d’opérations neurochirurgicales (implantation d’électrodes, aiguilles de repérage stéréotaxique).  
Dans les années 80, les troubles de croissances étaient traités par injections intramusculaires ou 
sous-cutanées d’hormones de croissance extraites d’hypophyse humaine récupérée sur des 
cadavres souvent âgés (Swerdlow et al., 2003 ; Brown et al., 2012).  
Les traitements étaient réalisés sur des patients jeunes, ce qui explique que l’âge moyen de début de 
la maladie soit de 24 ans en France (Brandel et al., 2003). Plus de la moitié des cas totaux sont 
répertoriés en France (Tableau 2). Dorénavant, les hormones sont produites artificiellement par 
biologie de synthèse (depuis 1985 en France). La majorité des cas iatrogènes sont MM au codon 129. 
Pourtant certains individus sont VV, et ont eu une durée de vie plus longue au regard des 
homozygotes MM (Huillard et al., 1999). 
D’autres hormones d’origine hypophysaires étaient utilisées dans le cadre de traitements visant à 
améliorer la fertilité. Ainsi, quatre cas de MCJ ont été recensés en Australie chez des femmes traitées 
par injections d’hormones gonadotropes ou avec des glucocérébrosidases placentaires.  
 
Les cas liés à des greffes de cornées et de dure mère sont plus rares en France, comme le présente le 
tableau 2, mais particulièrement fréquents au Japon. Le premier patient décrit date de 1974 suite à 
une greffe de cornée (Duffy et al., 1974). En France, les greffes de dure-mère sont définitivement 
interdites depuis 1994, et remplacées par l’utilisation de produits synthétiques.  
 
Les contaminations via des instruments de neurochirurgie sont plus anecdotiques en termes de cas 
cliniques recensés (Hachimi et al., 1997). Ils font suite aux propriétés de résistance de l’agent face 
aux procédures de décontaminations classiquement utilisées dans le milieu hospitalier ainsi que sa 
forte hydrophobicité notamment pour l’acier chirurgical (Zobeley et al., 1999 ; Flechsig et al., 2001).  
 
Tableau 2 : Répartition du nombre de cas de maladie de Creutzfeldt-Jakob suite à des accidents iatrogènes à l’échelle 
nationale et internationale. 
 En France Total 
Greffe de tissus1  14  228 
Hormones d’origine hypophysaire2 119 243 
Instruments contaminés de 
neurochirurgie/ stéréotaxie 
0 7 
1Regroupant les greffes de cornées et de dure-mère 
2Comprenant les hormones de croissances extractives et gonadotropes  
 
Plus récemment trois cas de contaminations par transfusions sanguines dans le cadre de la vMCJ ont 
été décrits au RU, et feront l’objet d’un chapitre entier6.   
                                                          
6 Deuxième partie : Évaluation et prévention du risque prion en termes de santé publique (pages 46 à 66).  
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3.4 La variante de la maladie de Creutzfeldt-Jakob 
Dès 1990, un réseau de surveillance des MCJ (The national CJD Surveillance Unit, NCJDSU) a été mis 
en place au RU, puis harmonisé au sein de l’Union Européenne (UE) (Will et al., 1998). Grâce à lui, 
dix cas présentant des caractéristiques particulières, ont été recensés en 1994 comme le rapporte 
Will et ses collaborateurs (Will et al., 1996). Contrairement aux autres ESTs humaines, les patients 
étaient jeunes, moins de 30 ans (95% des patients été âgés de 28 ans), sans pour autant que des 
mutations génétiques n’aient pu être mises en évidence. La phase clinique est prolongée à environ 
16 mois alors qu’elle est d’ordinaire de quatre mois (Valleron et al., 2001). La symptomatologie se 
distingue également en débutant par des atteintes psychiatriques prononcées associées à des phases 
de dépression et d’hallucinations, suivies de troubles neurologiques.  
Ces différents critères ont conduit à qualifier cette nouvelle forme, de nouveau variant de la MCJ 
(nvMCJ), dorénavant appelée variante de la MCJ, vMCJ (Will et al., 1996). Dans la suite du manuscrit, 
l’abréviation vMCJ sera utilisée. 
À ce jour, 228 cas ont été répertoriés dans le monde (exclusion des trois cas post-transfusionnel7). 
Depuis les années 2000, l’incidence annuelle décline fortement (Figure 2).  
 
 
Très rapidement, les études épidémiologiques ont suggéré un lien entre l’épidémie de l’ESB et 
l’apparition des cas de vMCJ (Figure 2) confirmé ensuite par une série d’expériences.  
Dès 1996, des transmissions expérimentales chez le macaque cynomolgus révèlent la présence de 
plaques florides dans leur cerveau identique à celles décrites chez les patients atteints de vMCJ 
(Lasmézas et al., 1996, Figure 3). Ces atteintes neuropathologiques caractéristiques de la vMCJ sont 
composées au centre d’agrégats de PrP anormale, entourés d’une couronne de vacuoles.   
                                                          
7 Deuxième partie : Évaluation et prévention du risque prion en termes de santé publique (pages 46 à 66). 
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Figure 2 : Nombre de cas d’ESB et de vMCJ au Royaume-Uni (RU) sur la période 1987-2016. 
D’après les données de l’OIE pour le nombre d’Encephalopathie Spongiforme Bovine (ESB, histogramme de couleur 
noire, incluant uniquement les formes classiques), et d’après le site cjd.ed.ac.uk pour le nombre d’individus atteints de 
la variante de la maladie de Creuzfeldt-Jakob (vMCJ, incluant les trois cas de contamination post-tranfusionnel, 
histogramme de couleur rouge). 
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Figure 3 : Similitudes lésionnelles entre un cerveau de macaque inoculé avec l’agent de l’ESB et celui d’un patient atteint 
de vMCJ (d’après Lasmézas et al., 1996).  
ESB : Encéphalopathie Spongiforme Bovine ; HE : Hématoxyline éosine ; PrP : Protéine prion ; vMCJ : variante de la maladie 
de Creutzfeldt-Jakob.  
De même, des signes cliniques et des lésions identiques ont été retrouvés dans des modèles murins 
(Bruce et al., 1997). Enfin, le typage moléculaire des deux souches révèlera les mêmes profils 
électrophorétiques (Hill, Desbruslais, et al., 1997).   
Ces données mettent en avant que l’agent responsable de l’ESB a réussi à franchir la barrière 
d’espèce bovin-Homme et à induire une maladie mortelle chez l’Homme.   
C’est ainsi, que le ministre de la santé britannique, Stephen Dorrell, annoncera officiellement le 
20 mars 1996 l’apparition des premiers cas humains causés suite à l’ingestion de viande bovine 
contaminée. En plus d’une crise économique (éradication des foyers infectieux, image négative de la 
production bovine associée à un effondrement de la consommation de viande), cet épisode marque 
une véritable perte de confiance de la population envers les autorités car contrairement à ce qui 
avait été annoncé : l’ESB présente bel et bien un risque en termes de santé publique.  
3.5 Les méthodes de diagnostic ante mortem 
Le diagnostic de certitude d’une MCJ est posé à la mort du patient lors de l’examen 
neuropathologique. Ce dernier permet de mettre en évidence dans le tissu cérébral : la spongiose, 
des dépôts anormaux de PrP en IHC associés à un profil biochimique particulier (Collinge et al., 1996 ; 
Zeidler et al., 2000).   
Du vivant du patient, le diagnostic est difficile à établir car les troubles cognitifs sont peu spécifiques, 
notamment au début de la phase clinique, et peuvent ressembler à d’autres démences comme celles 
observées dans la maladie d’Alzheimer ou la démence à corps de Lewy.   
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Certains examens présentés dans le tableau 3 permettent d’orienter le diagnostic (Hsich et al., 1996 ; 
Zerr et al., 2009 ; Collins et al., 2006) : (i) l’électroencéphalogramme, EEG (Court et Bert 1995 ; 
Hansen et al., 1998) (ii) l’imagerie par résonance magnétique cérébrale, IRM (Schröter et al., 2000 ; 
Vitali et al., 2011) ou (iii) l’analyse du liquide céphalo-rachidien (LCR)8 (Hsich et al., 1996 ; Zerr et al., 
2009). Ces techniques n’ayant pas une sensibilité de 100%, l’absence d’anomalie ne permet pas 
d’éliminer le diagnostic de maladie à prions. En parallèle, le médecin recherche la présence de 
facteurs de risque d’une MCJ : expositions iatrogènes potentielles, antécédents familiaux de MCJ. 
Face à l’absence de traitement efficace, la prise en charge du patient est, à ce jour, essentiellement 
symptomatologique. 
Tableau 3 : Principales méthodes de diagnostic des maladies à prions humaines (d’après www.creutzfeldt-jakob.aphp.fr). 
  Formes génétiques1 Forme sporadique de 
la MCJ 
La variante de la MCJ 
Te
ch
n
iq
u
e
s 
d
ir
e
ct
e
s 
d
e 
d
é
te
ct
io
n
 
Étude du gène 
Prnp2 
Anomalies sur le gène 
Prnp 
- - 
Biopsie 
d’amygdale 
pharyngée3 
- - 
Détection de PrP 
anormale 
Te
ch
n
iq
u
e
s 
in
d
ir
e
ct
e
s 
d
e
 d
é
te
ct
io
n
 IRM Selon la mutation Hypersignaux 
Hypersignaux 
caractéristiques  
(« signe du pulvinar ») 
EEG Selon la mutation 
Anomalies typiques dans 
≈ 60% des cas 
- 
Recherche de la 
protéine 14-3-3 
dans le LCR 
Selon la mutation 
Détection positive 
(80% des cas) 
Détection positive 
(50% des cas) 
1Les formes génétiques regroupent le syndrome de Gerstmann-Straüssler-Scheinker (GSS), l’insomnie fatale 
familiale (IFF) et les formes génétiques de la Maladie de Creutzfeldt-Jakob (MCJ). 
2L’étude génétique est obligatoirement soumise au consentement du patient.  
3La biopsie d’amygdale n’est utile que pour le diagnostic de vMCJ. Cet acte invasif est de moins en moins 
pratiqué. En France, il n’est demandé qu’en cas de forme atypique du sujet jeune sans argument 
neuroradiologique en faveur d’une vMCJ. La protéine prion (PrP) anormale est recherchée par des techniques 
histologiques et biochimiques.  
En cas de suspicion de MCJ et après élimination d’autres affections, une ponction lombaire est 
réalisée en vue d’analyser le LCR et de mettre en évidence la présence d’une protéine ubiquitaire, la 
protéine 14-3-3 (Zerr et al., 1998 ; Hamlin et al., 2012). Cette dernière est abondamment présente en 
condition physiologique dans le cerveau, notamment dans les neurones et les cellules gliales. Lors 
d’une souffrance cellulaire importante, elle est libérée dans le LCR (Shimada et al., 2013). Ainsi des 
patients atteints de démences neurodégénératives peuvent présenter une détection positive (Hsich 
et al., 1996). Les autres causes de faux positifs sont nombreuses (accident vasculaire cérébral, AVC 
récent, épilepsie, encéphalites infectieuses…) (Peckeu et al., Eurosurveillance 2017). Par conséquent, 
les résultats obtenus doivent être interprétés en fonction des autres examens complémentaires.   
                                                          
8 Les avancées majeures concernant les techniques d’amplification de l’agent dans le LCR seront détaillées 
ultérieurement (Pages 68 à 69).  
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Certaines formes atypiques de maladie d’Alzheimer restent difficiles à distinguer de la MCJ. L’équipe 
d’Armand Perret-Liaudet à Lyon a proposé d’analyser en plus de la protéine 14-3-3, la PrP totale 
directement dans le LCR (Dorey et al., 2015). En 2015, ils ont mis en évidence une diminution de la 
PrP totale chez les patients MCJ en comparaison des patients atteints de la maladie d’Alzheimer 
(Dorey et al., 2015).  
Concernant les formes sporadiques, la présence d’anomalies typiques sur l’électro-
encéphalogramme, EEG est fréquemment décrite (Court et Bert 1995 ; Hansen et al., 1998). De plus, 
dans près de 80% des cas des hypersignaux dans le striatum (noyau caudé ou putamen) et/ou le 
cortex sont visualisables en IRM d’autant plus qu’une imagerie de diffusion est réalisée (Schröter et 
al., 2000 ; Vitali et al., 2011). L’avènement des méthodes d’amplification comme la RT-QuIC dans le 
LCR a constitué un progrès indéniable. En effet, cette technique présente, selon la génération du test 
utilisée, une sensibilité entre 80 et 90% pour le diagnostic de la MCJ sporadique et une excellente 
spécificité dépassant 95%. Les résultats de la RT-QuIC ont été ajoutés dans les critères européens du 
diagnostic de la MCJ sporadique en janvier 2017. 
Contrairement aux formes sporadiques, des dépôts anormaux de PrP sont classiquement retrouvés 
dans les organes lymphoïdes des patients atteints de vMCJ (Ironside et Head, 2004). Bien que non 
pratiqué en routine comme technique de diagnostic, la biopsie d’amygdale permet une détection 
ante-mortem directe de la PrP anormale (Hill, Zeidler, et al., 1997 ; Hill et al., 1999 ; Wadsworth et 
al., 2001 ; Hilton et al., 2004). La distribution périphérique de l’agent infectieux pose actuellement 
des difficultés en termes de santé publique notamment lors des transfusions sanguines. En parallèle, 
les images par IRM mettent en évidence la présence d’un signe du pulvinar (noyau le plus postérieur 
du thalamus) bilatéral non décrit dans les formes sporadiques (Haïk et al., 2002). La biopsie cérébrale 
permet de mettre en œuvre des techniques de détection directe mais, compte tenu de son caractère 
invasif, elle n’est plus qu’exceptionnellement réalisée dans le cadre d’un diagnostic ante-mortem.  
3.6 Les autres formes de maladies à prions humaines 
Récemment de nouvelles formes de maladie à prions humaines ont été décrites.  
Prionopathie à sensibilité variable à la protéolyse 
En 2008, l’équipe de Gambetti identifie 11 patients atteints par une nouvelle forme de maladie à 
prions, initialement nommée Prionopathie Sensible à la Protéolyse traduit de l’anglais Protease-
Sensitive Prionopathy (Gambetti et al., 2008). Les premiers cas décrits sont tous homozygotes pour la 
valine au codon 129 (VV). Contrairement aux autres maladies à prions, cette encéphalopathie 
spongiforme est caractérisée par une faible résistance à la protéolyse par la protéinase K. Deux ans 
plus tard, la même équipe décrit 15 autres cas incluant des patients MM et MV au codon 129 (Zou et 
al., 2010). Ces nouveaux cas présentent une plus faible résistance à la protéolyse, ce qui conduit 
Gambetti et son équipe à renommer cette maladie en Prionopathie à Sensibilité Variable à la 
Protéolyse, VPSPr, de l’anglais Variably Protease-Sensitive Prionopathy (Zou et al., 2010). L’analyse en 
WB révèle une forte similitude de l’agent avec le profil électrophorétique retrouvé dans le GSS : 
Gambetti et son équipe proposeront que la VPSPr soit une forme sporadique du GSS (Zou et al., 
2010). En parallèle, d’autres cas ont été décrits par différentes équipes (Head et al., 2009 ; Head et 
al., 2010 ; Jansen et al., 2010 ; Head, 2013). À ce jour, aucune mutation du gène Prnp n’a été 
identifiée.  
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Les patients présentent des changements de comportements, des signes psychiatriques, des troubles 
de la parole et des atteintes cognitives. Par rapport aux formes sporadiques de MCJ et à la vMCJ, le 
diagnostic est difficile à établir car on assiste à une absence d’anomalie détectable à l’EEG, à l’IRM et 
suite à l’analyse du LCR.  
 
Face à l’absence des critères classiquement retrouvés dans les maladies à prions, Gambetti et son 
équipe souligneront la possibilité que la VPSPr ne soit pas correctement diagnostiquée. Toutefois, 
l’injection de l’agent de la VPSPr à des souris humanisées n’induit pas une maladie chez l’animal, ce 
qui souligne un faible risque en termes de santé publique (Diack et al., 2014).  
De nouvelles formes familiales de maladie à prions 
En 2013, une nouvelle forme familiale de maladie à prions a été décrite dans une famille britannique 
(Mead et al., 2013). Au total, six membres présentent une mutation Y163X sur le gène Prnp 
conduisant à l’expression d’une PrP tronquée. Les patients présentent une neuropathie du système 
autonome se traduisant par des diarrhées chroniques. Ces signes cliniques, reflétant l’atteinte du 
système nerveux périphérique, apparaissent avant même ceux liés à une atteinte centrale. En 2014, 
un autre cas est identifié : un homme présentant la même mutation avec des troubles urinaires 
(infection, incontinence et douleur) associés à de fortes diarrhées (Themistocleous et al., 2014).  
Très récemment, une nouvelle mutation a été mise en évidence chez une femme présentant des 
troubles de la mémoire sémantique (Kenny et al., 2017).  
 
Il existe un large panel d’EST touchant différentes espèces de mammifères allant des souris à 
l’Homme, en passant par les ovins et les bovins. Malgré cette diversité, elles partagent des 
caractéristiques communes tant au niveau de la symptomatologie que des lésions associées. 
Qu’elles touchent l’Homme ou l’animal, les atteintes lésionnelles sont restreintes au SNC et sont 
plus ou moins prononcées en fonction des différentes régions cérébrales. Ces altérations 
cérébrales sont caractérisées par une spongiose concomitante à la présence de PrP anormalement 
conformée. Bien que certaines de ces maladies soient connues depuis des années notamment pour 
la tremblante des petits ruminants (milieu du XVIIIème siècle), les nouvelles techniques de détection 
révèlent encore aujourd’hui de nouvelles formes de maladies à prions.   
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Chapitre II : La protéine prion  
La nature de l’agent responsable des ESTs a longtemps été un sujet de controverses dans la 
communauté scientifique laissant place à des rivalités opposant l’hypothèse virale à celle du concept 
Prion. Les caractéristiques biochimiques particulières de l’agent ont conduit les scientifiques à le 
qualifier sous le terme « Agent Transmissible Non Conventionnel », ATNC, en opposition aux agents 
classiques : bactéries, virus, parasites et moisissures (Alper et al., 1967 ; Griffith, 1967).  
1- Historique de la découverte du Prion  
Différentes hypothèses ont été formulées concernant l’origine de la tremblante comme par 
exemple une atteinte parasitaire par Sarcosporidia (M’Gowan, 1918). Néanmoins, le caractère 
transmissible de l’agent a conduit les scientifiques à s’orienter vers une hypothèse virale, et à 
proposer par exemple le virus de l’herpès comme agent causal de la tremblante (Weber, 1971). Face 
au tableau clinique particulier des ESTs à savoir une longue période d’incubation avec une 
détérioration rapide de l’état de santé ainsi qu’une absence de réponse immunitaire détectable 
(Chandler, 1959 ; Clarke et Haig, 1966 ; Gibbs et Gajdusek, 1970), le vétérinaire islandais Bjorn 
Sigurdsson travaillant sur la tremblante emploiera pour la première fois le terme de « virus lent » 
(Sigurdson, 1954 ; Sigurdson et al., 1957).  
Pourtant la taille de l’agent pose de grandes interrogations au sein de la communauté scientifique. 
Elle apparait comme trop petite pour être compatible avec l’hypothèse virale (Alper et al., 1966 ; 
Gibbs et Gajdusek, 1970). De plus, l’agent est uniquement détectable en microscopie électronique 
sous forme de structures fibrillaires associées à l’infectivité, SAF en anglais Scrapie Associated Fibrils 
(Merz et al., 1981). Grâce à l’optimisation des techniques, le diamètre des particules contenues dans 
les fractions infectieuses a ensuite été estimé à 30 nm (Sklaviadis, Dreyer et Manuelidis, 1992).  
D’autres études viennent mettre en avant le caractère exceptionnel de cet agent avec ses propriétés 
de résistance aux procédés de stérilisation tels que la résistance à l’autoclavage classiquement 
utilisée à 121°C pendant 20 minutes (Dickinson et Taylor, 1978), à la chaleur (Hunter et Millson 
1964), ainsi qu’aux ultra-violets, UVs (Haig et al., 1969). En 1966, les travaux de la radiobiologiste 
londonienne Tikvah Alper mettent en évidence la résistance de l’agent aux radiations ionisantes avec 
des longueurs d’onde de 254 nm, habituellement efficaces pour détruire les virus (Alper et al., 1966). 
Le docteur Alper est partie du postulat que si l’agent responsable de la tremblante était un virus, il 
serait inactivé grâce aux UVs et rayons X.   
Pourtant sa conclusion est toute autre : elle souligne l’incompatibilité entre une origine virale et 
l’absence d’acide nucléique (Alper et al., 1966). Ces travaux seront confirmés par d’autres équipes 
(Latarjet et al., 1970 ; Gibbs et al., 1978). La contre-hypothèse est que ce virus possède des 
propriétés qui le rend résistant aux irradiations et/ ou qu’il possède un système de réparation 
cellulaire très efficace. Gajdusek qualifiera ainsi l’agent causal de « virus non conventionnel ». La 
théorie du « virino », c'est-à-dire un virus couplé à des protéines de l’hôte, sera également proposée. 
Cette hypothèse offre l’avantage d’expliquer l’extrême résistance de l’agent aux procédés 
d’inactivations classiques ainsi que l’absence de réaction immunitaire.   
  
Chapitre II : La protéine prion  
  
19 
 
Dès 1967, le mathématicien londonien John Griffith propose que l’agent causal soit composé de 
protéines (Griffith, 1967). Cette hypothèse sera reprise la même année par Pattison et Jones 
(Pattison et Jones, 1967). L’utilisation de procédés physico-chimiques visant à dénaturer les 
protéines permettra de diminuer notablement l’infectiosité et confortera cette hypothèse (Latarjet 
et al., 1970 ; Prusiner et al., 1981). En 1982, le neurologue américain Stanley Prusiner reprendra ces 
différentes observations scientifiques et proposera que l’agent infectieux soit uniquement composé 
de protéine. Il le nommera PRION pour l’anagramme « PROteinaceous INfectious particle » 
(Prusiner, 1982). Prusiner défendra ardemment sa théorie face à un grand scepticisme ambiant. Le 
prix Nobel de médecine lui sera décerné en 1997 pour sa découverte « sur les Prions – un nouveau 
principe d’infection biologique ». 
En 1984, Prusiner et ses collaborateurs, mettront en évidence qu’un traitement par des protéases 
conduit à la détection d’une fraction résistante de protéine prion qu’ils nommeront PrP 27-30, 
aujourd’hui qualifiée de PrPres, pour résistante (Prusiner et al., 1984). Les travaux d’Oesch et ses 
collaborateurs ont permis de détecter le gène Prnp chez l’Homme codant pour la forme 
physiologique de la PrP (Oesch et al., 1985). En présence de détergents, elle est soluble et mise en 
évidence à un poids moléculaire compris entre 30 et 35 KDa, ce qui explique son appellation initiale 
de PrP 30-35, puis requalifiée de PrPC, « C » pour cellulaire (Oesch et al., 1985 ; Meyer et al., 1986). 
De plus, les expériences d’hybridations in situ réalisées par Chesebro et ses collaborateurs révéleront 
que le niveau d’expression des ARN de la PrP est identique dans des individus sains et infectés 
(Chesebro et al., 1985). Ainsi, la protéine n’est pas codée par un génome exogène, et l’hypothèse 
virale ne tient plus. 
Depuis plusieurs expériences ont permis de confirmer la théorie Prion.   
La première d’entre elle a été la démonstration de l’importance de la PrPC suite à la génération de 
souris délétées pour le gène Prnp, notées PrPKo, (de l’anglais Knock out) (Büeler et al., 1992 ; 
Manson et al., 1994a ; Mallucci et al., 2003). Ce modèle est totalement résistant à l’infection Prion 
(absence de signe clinique et de lésion neuropathologique caractéristique) quelle que soit la voie 
d’inoculation (Büeler et al., 1992 ; Manson et al., 1994). Ainsi, la PrPC est requise pour le 
développement d’une maladie à prion.  
En parallèle, suite à l’inoculation de PrP recombinante, PrPrec, produite in vitro dans la bactérie 
Escherichia coli, les souris développent une maladie avec des lésions neuropathologiques 
classiquement décrites dans les ESTs (Legname et al., 2004 ; Colby et al., 2010 ; Wang et al., 2010 ; 
Makarava et al., 2011). Cette production de Prions synthétiques en absence de cofacteurs va dans le 
sens que la forme anormale de la PrP est capable à elle seule d’induire une maladie à prion. 
Suite au développement des techniques d’amplification in vitro, l’utilisation de la PMCA, de l’anglais 
« Protein Misfolding Cyclic Amplification » (Saborio, Permanne, et Soto 2001), a permis de confirmer 
le concept Prion. Cette technique permet de mimer in vitro la conversion de la PrPC en PrPres. La 
forme pathologique ainsi générée possède les signatures biochimiques classiques et est infectieuse 
c'est-à-dire capable d’induire une maladie à prion suite à son inoculation dans des modèles murins 
(Castilla, Saá, et Soto 2005). En 2010, les travaux de Kim et ses collaborateurs iront plus loin en 
mettant en évidence le développement d’une maladie à prion chez le hamster suite à l’inoculation de 
PrP anormale générée par PMCA en utilisant de faibles dilutions (Kim et al., 2010).   
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Ainsi, la forme pathologique de la PrP correspond à une protéine mal conformée, infectieuse, et est 
capable de :  
- Se répliquer à partir de la protéine physiologique : cette dernière joue donc un rôle 
primordial de substrat biologique pour générer une isoforme anormale ;  
- S’auto-propager dans un organisme sain de cellule en cellule ; 
- Présenter de nouvelles caractéristiques biochimiques : tendance à l’agrégation, insolubilité.  
Toutefois, il persiste actuellement des controverses, et différentes études viennent infirmer 
l’hypothèse prion comme agent causal des ESTs. Selon la neuropathologiste Laura Manuelidis, 
travaillant à l’Université de Yale aux États-Unis, la théorie du « virino » tient toujours (Manuelidis 
2007 ; Manuelidis, Liu, et Mullins, 2009), comme le précisait des études plus anciennes (Weissman, 
1962 ; Kimberlin, 1982 ; Ozel et al., 1994). Elle précise que les virus remplissent toutes les 
caractéristiques de l’agent précédemment décrites : résistance à long terme dans l’environnement, 
petite taille (environ 25 nm). De plus, l’hypothèse virale permettrait d’expliquer le large panel 
d’espèces touchées et les différentes signatures biochimiques retrouvées. Des expériences in vivo 
soulignent le développement d’une maladie associée aux lésions neuropathologiques classiquement 
décrites dans les ESTs suite à l’inoculation d’un rétrovirus (Manuelidis et al., 2007). Certains auteurs 
précisent la nécessité d’avoir des cofacteurs tels que l’héparine (Supattapone, 2004) ou encore des 
partenaires tels que de l’ARN étrangers au génome de l’hôte (Deleault, Lucassen, et Supattapone 
2003 ; Byron Caughey et Baron, 2006 ; Simoneau et al., 2015 ; Annus, Csáti, et Vécsei, 2016) pour 
générer de l’infectiosité. 
Dans la majorité des ESTs humaines et animales, des accumulations de PrP anormales sont 
retrouvées et restent à ce jour la seule modification spécifiquement détectable. Les théories virales 
sont compatibles avec le concept Prion si on admet la possibilité qu’il puisse être couplé à d’autres 
éléments. L’agent causal peut donc être uniquement composé de PrP anormale ou simplement l’un 
des composants. 
2- La protéine prion physiologique 
Il est de plus en plus admis par la communauté scientifique que les ESTs soient causées par la 
transconformation de la PrP physiologique de l’hôte en son isoforme pathologique. 
Pour bien comprendre ce processus, la structure et les fonctions de la PrPC seront rappelées.  
2.1 Structure, métabolisme et trafic de la protéine  
Une protéine constitutive 
La PrPC est codée par le gène Prnp situé sur le bras court du chromosome 20 chez l’Homme et sur le 
chromosome 2 chez la souris (Sparkes et al., 1986). Le promoteur de ce gène présente les 
caractéristiques des gènes dits « de ménage », traduit de l’anglais housekeeping genes (Basler et al., 
1986 ; Puckett et al., 1991) : le gène Prnp est donc considéré comme un gène constitutif. Il est 
constitué de trois exons chez la souris, la vache et le mouton et deux chez le hamster et l’Homme. 
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La PrPC est fortement conservée au cours de l’évolution et est présente chez tous les mammifères 
(Chesebro et al., 1985 ; Oesch et al., 1985 ; Basler et al., 1986). Une forte homologie en amino-acides 
(environ 80%) entre les séquences des amphibiens et des mammifères est observée (Oesch, 
Westaway, et Prusiner, 1991 ; pour revue Grassmann et al., 2013) tandis qu’une plus grande 
disparité est retrouvée entre les mammifères et les oiseaux (Wopfner et al., 1999). Au sein des 
primates cette homologie s’échelonne entre 92,9 à 99,6% (Schätzl et al., 1995).  
Une expression différentielle du gène Prnp, non comprise à ce jour, est observée selon les tissus et 
les types cellulaires. Le plus fort niveau d’expression de la PrPC est retrouvé dans le SNC, notamment 
dans les neurones (Kretzschmar et al., 1986) et plus faiblement dans les cellules gliales (Follet et al., 
2002). 
Structure native et tridimensionnelle de la PrPC 
La PrPC est une sialoglycoprotéine, c’est-à-dire une glycoprotéine contenant de l’acide sialique. La 
forme native c'est-à-dire néo-synthétisée est initialement formée d’au minimum 250 acides aminés 
(aa), variable selon les espèces : 253 aa chez l’Homme, 254 aa chez la souris et le hamster, 256 aa 
chez le mouton et 269 aa chez la vache. La plus grande hétérogénéité entre les différentes espèces 
réside au niveau du peptide signal NH2 terminal (Nter). Comme décrit sur la figure 4, la PrPC est 
composée de plusieurs domaines distincts.  
 
Figure 4 : Représentation schématique de la PrPC murine (d’après Petit et al., 2013).  
La partie N-terminale (N-ter) comprend un peptide signal de 22 acides aminés qui sera éliminé afin de permettre la 
translocation de la protéine dans le réticulum endoplasmique. La région I est composée de répétitions d’octapeptides (23-
91). La région II (92-135) est composée notamment de la région hydrophobe de 110 à 135. La région III (136 – 213) est 
composée d’alternance entre les parties hydrophobes et hydrophiles. La région IV (214 – 231) est composée de deux sites 
de N-glycosylation (CHO) aux positions 180 et 196. La séquence C-terminale (C-ter) est la zone hydrophobe qui sera 
remplacée par une ancre glycosyl-phophatidylinositol (GPI).  
La structure tridimensionnelle (3D) de la PrPC a été obtenue pour la première fois à partir de PrP 
recombinante de souris par résonance magnétique nucléaire (RMN) : elle est composée de 
trois hélices alpha et de deux feuillets béta anti-parallèle (Riek et al., 1996). Sa structure 3D a ensuite 
est confirmée chez d’autres espèces telles que le hamster (James et al., 1997 ; Donne et al., 1997) et 
chez l’Homme (Zahn et al., 2000, figure 5). Actuellement aucune étude n’a permis de déterminer la 
structure 3D exacte de la PrPC à cause de contraintes techniques (degré de pureté protéique, 
concentration protéique insuffisante) ni celle de son isoforme pathologique compte tenu de la forte 
composition en feuillet ß (Riesner, 2003).  
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Figure 5 : Représentation schématique de la structure tridimensionnelle de la protéine prion cellulaire recombinante 
humaine (Zahn et al., 2000).  
Cette représentation a été obtenue par résonance magnétique nucléaire. Les trois hélices alpha sont représentées en 
rouge, les feuillets béta en turquoise, les régions du domaine C-terminale en jaune et les régions flexibles du domaine N-
terminale en pointillé jaune.  
Biosynthèse, maturation et dégradation   
La synthèse et la translocation de la PrPC suivent le processus d’anabolisme classique pour les 
protéines solubles et sécrétées, à savoir une synthèse dans le réticulum endoplasmique (RE), une 
maturation dans l’appareil de Golgi et une migration à la surface cellulaire.   
Des modifications post-traductionnelles vont avoir lieu dans le RE, siège de la synthèse protéique. 
Une première étape consiste en l’élimination du peptide signal Nter de 22 aa. Cette étape va 
permettre l’adressage de la protéine à la face externe de la membrane, en d’autres termes sa 
translocation à travers le RE pour aller dans l’appareil de Golgi puis à la membrane. L’extrémité 
carboxy-terminale ou C-terminale (C-ter) de 23 aa va être éliminée et remplacée par l’ajout de 
l’ancre glycosyl-phosphatidylinositol (GPI). À l’issue de ces modifications post-traductionnelles, la 
PrPc mature sera composée de 208 aa chez l’Homme et la souris (Riek et al., 1997 ; Puig et al., 2011).  
La PrPC va ensuite progresser dans l’appareil de Golgi, lieu de maturation protéique avant son 
adressage à la membrane plasmique. Elle va subir différents clivages avant de devenir complètement 
mature. Un pont disulfure va être ajouté entre les cystéines 179 et 214 (PrPC murine) de la région 
Cter afin de stabiliser la structure en liant les hélices entre elles (Turk et al., 1988). Deux sites de 
glycosylation sont possibles sur les asparagines Asn 180 et 196 (PrPC murine) d’où la présence de 
trois glycoformes : non glycosylé (27 kDa), mono- (26 à 30 kDa) et di-glycosylé (33 à 35 kDa). Ainsi, 
ces différents degrés de glycosylations expliquent la variabilité des poids moléculaires distinguables 
en WB (de 30 à 35 kDa). La glycosylation permet de modifier le transport de la protéine ainsi que sa 
durée de vie.   
La PrPC sera ensuite adressée à la membrane plasmique où elle pourra s’attacher sur la face externe 
de la membrane cellulaire grâce à son ancre GPI (Stahl et al., 1987). À ce stade, la PrPC peut être 
libérée, selon trois clivages protéolytiques endogènes, dans le milieu extracellulaire (pour revue 
Mangé et Lehmann, 2002 ; Altmeppen et al., 2013), ce qui explique la variation au cours du temps de 
son expression détectée à la surface des cellules.   
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Figure 6 : Représentation des trois clivages protéolytiques de la PrPC (Atkinson et al., 2016). 
A) Représentation schématique de l’ensemble de la protéine prion cellulaire (PrPC). B) Clivage alpha (position 110 – 111) : 
relargage dans le milieu extracellulaire du fragment NH2-terminal, N1, tandis que le fragment carboxy-terminal, C1, reste 
ancré à la membrane. C) Clivage béta (position 90 – 91) : relargage du fragment N2, et C2 reste ancré à la membrane. D) 
Libération de la PrPC entière : phénomène de shedding.  
Un clivage au niveau de l’ancre GPI peut avoir lieu et ainsi libérer entièrement la PrPC : on parle alors 
de la forme entière ou full length en anglais (Borchelt et al., 1993). Ce phénomène de libération de la 
protéine est appelé shedding.  
Le clivage alpha constitutif a lieu en position 110 – 111 pour la PrPC humaine (Chen et al., 1995 ; 
Vincent et al., 2000 ; Watt et al., 2005). Il va entrainer la libération du fragment Nter appelé N1, 
tandis que le fragment carboxyl, C1, reste accroché à la membrane (Chen et al., 1995 ; Mangé et al., 
2004). Le fragment C1 est principalement retrouvé chez les individus sains (Yadavalli et al., 2004). Ce 
clivage physiologique semble être régulé directement ou indirectement par la famille des enzymes 
protéolytiques appelées ADAM (a disintegrin and metalloprotease), notamment ADAM8 et 17 
(Ironside et al., 2006 ; Vincent et al., 2001 ; Liang et Kong, 2012). Certaines études ne retiennent pas 
cette hypothèse (Béland et al., 2012 ; Wik et al., 2012).  
Le clivage béta est décrit lors de l’infection par la PrP anormale. Un clivage en position 90 - 91 (au 
niveau des octapeptides) génère deux fragments notés N2 et C2 (Chen et al., 1995). Ce processus est 
retrouvé en présence de stress oxydatif (Watt et al., 2005b ; Walmsley et al., 2009).  
La PrPC est ensuite internalisée par endocytose pour être soit recyclée soit dégradée dans les 
lysosomes par les protéases. La sensibilité de la PrPC à la dégradation des protéases conduit à un 
temps de demi-vie court. Des expériences réalisées in vitro révèlent qu’elle est synthétisée en 
environ trois heures et éliminée en six à douze heures (Caughey et al., 1989 ; Borchelt et al., 1990).   
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2.2 Analogues structuraux de la PrPC 
Deux analogues structuraux de la PrPC sont connus à ce jour : Doppel (Dpl) et Shadoo (Figure 7, pour 
revue Watts et Westaway, 2007 ; Ciric et Rezaei, 2015).  
 
Figure 7 : Structure de la protéine prion cellulaire et de ses analogues structuraux, Doppel et Shadoo (Ciric et Rezaei, 
2015).  
HD : domaine hydrophobe ; CHO : site de glycosylation ; GPI : l’ancre glycosyl-phosphatidylinositol ; PrPC : protéine prion 
cellulaire ß : feuillets béta, H (en rouge) : hélices alpha ; S-S : pont disulfure.  
Dpl est codé par le gène Prnd situé sur le même locus que celui de la PrPC (Figure 8) (Qin, O’Donnell, 
et Zhao, 2006). Cette protéine extracellulaire est exprimée dans les testicules. La délétion du gène 
Prnd chez la souris entraine des altérations dans le système reproducteur masculin (Moore et al., 
1999 ; Behrens et al., 2002). En parallèle, dès 1999, il a été mis en avant que la surexpression de Dpl 
entraine une dégénérescence des cellules de Purkinje conduisant in fine à des ataxies chez l’animal 
(Moore et al., 1999 ; Qin, O’Donnell, et Zhao, 2006). Tout comme la PrPC, Dpl possède : deux sites de 
glycosylations, une structure enrichie en hélices α et une ancre GPI. Toutefois, seulement 24 % 
d’homologie de séquence protéique est observée entre les deux protéines (Qin, O’Donnell, et Zhao, 
2006). Contrairement à la PrPC, Dpl possède une région Nter très structurée (absence de région 
octapeptidique) et n’a pas la possibilité d’avoir une diversité de conformations (Benvegnù et al., 
2009).  
 
Figure 8 : Gènes murins Prn situé sur le chromosome 2 et Sprn sur le chromosome 7 (d’après Watts et Westaway, 2007). 
Les gènes Prnp et Prnd codent respectivement pour la PrPC et Doppel. Le gène Sprn code pour la protéine Shadoo. ORF : 
cadre de lecture ouvert.   
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Shadoo n’est pas codé par le même gène que la PrPC et Dpl, mais par le gène Sprn situé sur le 
chromosome 10 chez l’Homme (chromosome 7 chez la souris, Figure 8). Fortement conservée entre 
les espèces, cette protéine est retrouvée dans un modèle plus éloigné : le poisson zèbre (Danio 
rerio). Contrairement à Dpl, Shadoo possède des similarités importantes avec la PrPC : (i) expression 
dans le SNC, (ii) ressemblance structurelle en Nter bien qu’un seul site de glycosylation et (iii) activité 
neuroprotectrice (Premzl et al., 2003). Soulignons que l’expression de Shadoo est diminuée lors 
d’une infection prion ce qui laisse sous-entendre son implication dans les processus des ESTs.  
2.3 Expression embryonnaire et distribution de la PrPC dans l’organisme  
La PrPC est exprimée dès le stade embryonnaire, et est ensuite distribuée dans l’ensemble de 
l’organisme à l’âge adulte. Cette protéine ubiquitaire est exprimée dans tous les organes à des 
niveaux plus ou moins forts (Chesebro et al., 1985 ; Robakis et al., 1986 ; Bendheim et al., 1992 ; Ford 
et al., 2002 ; pour revue Linden et al., 2008).  
Expression embryonnaire  
A l’état embryonnaire, l’expression de la PrPC est révélée dès les stades précoces de développement 
(pour revue Miranda et al., 2013).   
En 2007, Tremblay et ses collaborateurs ont examiné l’expression du gène Prnp au cours du 
développement embryonnaire dans un modèle murin grâce au gène rapporteur, lacZ, codant pour la 
β-galactosidase (Tremblay et al., 2007). Ces résultats mettent en évidence une expression précoce 
dès le 7,5ème jour après la fécondation (stade embryonnaire E7,5) dans la crête neurale. Par 
hybridation in situ le transcrit PrPC avait déjà été identifié dès le stade E6,5 dans la membrane extra-
embryonnaire, et le 13,5ème jour après fécondation dans les cellules neuronales et non neuronales 
chez l’embryon de souris (Manson et al., 1992).  
L’expression de la PrPC au cours du développement ne cesse d’augmenter jusqu’à environ 
deux semaines après la naissance, puis elle stagne à l’âge adulte, et ceci même au cours d’une 
infection prion (Chesebro et al., 1985). En effet, l’expression du transcrit de la PrPC est plus 
importante dans les cellules souches embryonnaires que celle retrouvée dans les cellules somatiques 
(Grskovic et al., 2007). La majorité des études ont été conduites chez les rongeurs (Lazarini, Deslys, et 
Dormont, 1991 ; Manson et al., 1992 ; Salès et al. 2002 ; Miele et al., 2003 ; Tremblay et al., 2007), 
seule une étude a été réalisée chez l’Homme (Adle-Biassette et al., 2006). Sur 25 fœtus âgés de 11 à 
39 semaines gestationnelles, l’expression de la PrPC est détectée dès la 11ème semaine dans le 
télencéphale (Adle-Biassette et al., 2006). 
Distribution cérébrale à l’âge adulte  
Les travaux de Ford et ses collaborateurs mettent en évidence par IHC, grâce à une optimisation des 
anticorps employés, une variation du niveau d’expression de la PrPC chez la souris en fonction de la 
région cérébrale et des cellules neurales considérées (Ford et al., 2002). Par exemple, elle est 
fortement exprimée dans la substance grise du cortex, du striatum et de l’hippocampe mais plus 
faiblement dans le thalamus. Elle est présente de façon modérée dans le cervelet et le tronc cérébral 
(Barmada et al., 2004). Au niveau cellulaire, son expression est fortement marquée dans les 
neurones (McLennan et al., 2004) et plus modérément dans les cellules gliales comprenant les 
cellules de Schwann, astrocytaires et microgliales (Follet et al., 2002).   
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La PrPC est, par exemple, plus fortement exprimée dans les neurones GABAergiques que dans les 
neurones dopaminergiques (Follet et al., 2002). L’analyse du cervelet de souris en microscopie 
électronique a révélé la présence de PrPC au niveau synaptique notamment dans les cellules de 
Purkinje (Haeberlé et al., 2000). Certaines études ont révélé sa présence au niveau pré-synaptique 
(Herms et al., 1999 ; Ferrer et al., 2000) et post-synaptique (Haeberlé et al., 2000). La PrPC est 
également retrouvée dans le LCR.  
 
Distribution dans les autres organes  
La PrPC est par exemple détectée dans une variété de tissus périphériques tels que les organes 
lymphoïdes. Elle est également exprimée dans un grand nombre de cellulaires immunitaires (pour 
revue Isaacs, Jackson, et Altmann, 2006) : les lymphocytes T et B (respectivement LT et LB), les 
monocytes, les macrophages, les cellules dendritiques, les cellules natural killer et les cellules 
folliculaires dendritiques (FDCs). 
La PrPC est également retrouvée dans la circulation sanguine chez l’Homme (Dodelet et Cashman, 
1998 ; Völkel et al., 2001), les bovins (Paltrinieri et al. 2004) et les moutons (Hermann et al., 2001 ; 
Halliday et al., 2005). Au niveau cellulaire, la PrPC est retrouvée dans les plaquettes (Holada et al., 
1998), les cellules endothéliales (Simák et al., 2002) ainsi que les globules rouges (Panigaj et al., 
2005 ; Panigaj et al., 2011 ; Glier et al., 2015). L’une des hypothèses est que les cellules sanguines 
assurent la circulation de la PrPC dans l’organisme et que cette dernière soit capable de les activer.  
2.4 Différentes fonctions de la PrPC  
Bien que la PrPC soit étudiée depuis plus de 20 ans, notamment pour son implication dans les 
maladies à prions, son rôle physiologique reste peu compris et de nombreuses fonctions lui ont été 
attribuées (Figure 9) (pour revue : Wulf, Senatore, et Aguzzi, 2017). 
 
 
 
Figure 9 : Principaux rôles mis en évidence pour la protéine prion cellulaire (PrPC).  
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Fonctions mises en évidence grâce aux souris délétées pour le gène Prnp, souris PrPKo 
Une des façons d’appréhender le rôle de la PrPC a été de générer des souris délétées pour le gène 
Prnp de façon plus ou moins large. Le postulat était que cette délétion entrainerait des altérations 
phénotypiques majeures chez l’animal étant donné (i) la présence ubiquitaire de la PrPC chez tous les 
mammifères (ii) sa distribution majeure dans le SNC ainsi que (iii) sa grande conservation au cours de 
l’évolution chez les vertébrés. Pourtant les différents modèles murins générés de 1992 à 2016 
(Tableau 4) sont viables et fertiles.  
Tableau 4 : Souris délétées pour le gène Prnp générée de 1992 à 2016. 
Années Nom de la lignée Références 
1992 Zurich-1 (ZH1) Büeler et al., 1992 
1994 Npu Manson et al., 1994b 
1995 Rcm0 Moore et al., 1995 
1996 Nagasaki (Ngsk) Sakaguchi et al., 1996 
2001 Zurich-2 (ZH2) Rossi et al., 2001 
2001 RiKn Yokoyama et al., 2001 
2016 Zurich-3 (ZH3) Nuvolone et al., 2016 
Les premières souris générées remontent au début des années 90 : Zurich I abrégée en ZH1 (Büeler 
et al., 1992) et Npu (Manson et al., 1994b). Toutes deux ne présentaient aucun phénotype 
remarquable (développement et comportement normaux). Des études postérieures souligneront 
chez ces souris, une diminution de la potentialisation à long terme (Long-term potentiation, LTP) 
essentielle aux mécanismes de mémorisation (Collinge et al., 1994). En 2005, Criado et ses 
collaborateurs ont réussi à rétablir la LTP des souris Npu en réintroduisant la PrPC (Criado et al., 
2005). En 1996, des perturbations du rythme circadien (sommeil/ éveil) (Tobler et al., 1996) seront 
trouvées chez ces mêmes souris. Ces auteurs iront plus loin en proposant l’implication de 
dysfonctionnements de la PrPC dans les insomnies décrites chez certains patients atteints d’IFF 
(Tobler et al., 1996). Ces travaux soulignent l’implication de la PrPC dans les processus de 
mémorisation. Chez l’homme, il a d’ailleurs été montré que la PrPC serait impliquée dans la 
mémorisation à long terme (Papassotiropoulos et al., 2005). Les individus MV et MM au codon 129 
sont capables de se rappeler 17% de mots en plus, appris 24 heures auparavant, par rapport aux 
individus homozygotes pour la valine. 
De 1995 à 2001, quatre autres souris PrPKo ont été générées : Rcm0, Nagasaki (Ngsk), ZH2 et Rikn. 
Elles présentent toutes des ataxies liées à une perte des cellules de Purkinje. Contrairement aux 
deux autres premières lignées, la délétion concerne non seulement le gène Prnp mais également les 
régions adjacentes, notamment Prnd, codant pour Dpl le paralogue de la PrPC (Figure 8). Différentes 
études ont révélé que cette altération phénotypique n’est pas directement liée à une perte de 
fonction de la PrPC. En effet, ces délétions larges ont pour conséquence une expression non 
contrôlée de Dpl qui contrairement à la condition physiologique va être fortement exprimée dans le 
cerveau de ces souris (Moore et al., 1999 ; Qin, O’Donnell, et Zhao, 2006). Ainsi, la PrPC est capable 
de moduler l’expression de Dpl de façon antagoniste. L’équipe de Nishida a restauré ce phénotype 
grâce à la réintroduction de la PrPC (Nishida et al., 1999). Au vu de ces résultats la PrPC ne semble pas 
jouer un rôle central pour la survie de l’organisme à l’exception d’une résistance complète à 
l’infection par les prions (Büeler et al., 1992).   
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Dès 1994, Manson et ses collaborateurs émettront l’hypothèse de la présence de phénomènes 
compensatoires en absence de la PrPC (Manson et al., 1994a). Différentes études postérieures 
soulignent l’implication d’au moins deux autres protéines (Dpl et Shadoo) possédant des rôles 
redondants de ceux de la PrPC (Behrens, 2003 ; Young et al., 2009). C’est ainsi qu’en 2009, l’étude de 
Young met en évidence la létalité des souris doubles KO pour la PrPC et Shadoo (Young et al., 2009) 
tandis que trois ans plus tard, l’étude de Daude et ses collaborateurs ne mettra pas en avant 
d’altération phénotypique claire (Daude et al., 2012). La même année l’équipe de Passet soulignera 
le rôle de la PrPC dans le maintien des cellules trophoblastiques et le contrôle de leur différentiation 
(Passet et al., 2012) offrant ainsi une explication au phénotype létal retrouvé chez le poisson zèbre, 
Danio rerio, PrPKo (Málaga-Trillo et al., 2009). En effet, physiologiquement la PrPC est conservée chez 
le poisson zèbre (Cotto et al., 2005). En 2015, Bakkedo et ses collaborateurs proposeront un nouveau 
concept selon lequel la PrPC jouerait un rôle dans la quiescence immunologique en plus de la 
protection cellulaire (Bakkebø et al., 2015). Ainsi, elle serait impliquée dans les processus anti-
inflammatoires et son rôle protecteur ne serait mis en avant qu’en conditions pathologiques ce qui 
est cohérent avec une absence d’altération majeure dans les souris PrPKo. 
La pluripotence, la différentiation et l’activation des cellules non matures 
Comme décrit précédemment, la PrPC est exprimée précocement au cours du développement 
(Manson et al. 1992 ; Tremblay et al., 2007) suggérant un rôle dans la pluripotence et la 
différentiation des cellules souches embryonnaires (Steele et al., 2006a ; Miranda et al., 2011 ; 
Miranda et al., 2013). Concrètement, dans les travaux de Steele et ses collaborateurs, des cultures 
primaires ont été réalisées issues de trois lignées murines : des souris (i) délétées pour la PrPC murine 
(ii) conventionnelles exprimant la PrPC murine (iii) sur-exprimant la PrPC murine (Steele et al. 2006a). 
Ils observent que les souris PrPKo possèdent moins de cellules exprimant des marqueurs neuronaux 
et proportionnellement plus de cellules exprimant la Nestine, marqueur de la pluripotence des 
cellules souches. De plus, l’injection de Bromo-deoxyuridine (BrdU) qui s’incorpore lors de la 
réplication de l’ADN, souligne une diminution de la prolifération cellulaire dans ces souris PrPKo en 
comparaison des deux autres modèles murins. 
Plus particulièrement, l’expression de la PrPC est proportionnelle au degré de maturation des 
neurones (Miele et al., 2003) soulignant son implication dans la différentiation neuronale (Mouillet-
Richard et al., 1999). Récemment, il a été montré que la PrPC serait impliquée dans la neurogenèse 
des cellules souches neurales murines (Collins et al., 2015). D’autres études ont également montré 
l’importance de la PrPC au cours de la neuritogenèse et de la synaptogenèse (Lopes et al., 2005) en 
mettant en avant le rôle neuroprotecteur de la PrPC. Au cours de la neuritogenèse, il a été montré in 
vitro que la PrPC intervient dans une des premières étapes clés permettant la polarisation des cellules 
souches neuronales (Loubet et al., 2012).  
La PrPC est également impliquée dans l’activation et la maturation des cellules non neuronales, 
telles que celle des cellules immunitaires. Par exemple, une différence d’expression de la PrPC est 
décrite entre les LT naïfs et matures (Cashman et al., 1990 ; Li et al., 2001). En parallèle, il a été 
montré qu’une absence d’expression de la PrPC dans les LT entraine un dysfonctionnement de 
réponse immunitaire (Mabbott et al., 1997), suggérant ainsi l’importance du rôle de la PrPC dans 
l’activation et la maturation des LT. Par ailleurs, les souris PrPKo présentent moins de cellules 
souches hématopoïétiques (Zhang et al., 2006).  
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La biologie des cellules  
D’une façon plus générale, la PrPC joue un rôle dans la biologie des cellules notamment dans 
l’adhésion cellulaire. Cette propriété est rendue possible grâce à sa capacité à interagir avec 
différents ligands (pour revue : Halliez et al., 2014 ; Linden, 2017). Les travaux de Graner et ses 
collaborateurs mettent en évidence l’importance de l’interaction de la PrPC avec la laminine dans la 
formation des neurites dans des cultures de neurones hippocampiques de rat (Graner et al., 2000). 
Ces travaux confirment des données précédentes démontrant la forte affinité de la PrPC pour le 
récepteur de la laminine (Gauczynski et al., 2001). De plus, il est connu que la PrPC est capable de se 
lier à différentes isoformes des molécules d’adhérence cellulaire CAM (cell adhesion molecule) 
(Schmitt-Ulms et al., 2001). Il a d’ailleurs été montré qu’une absence d’interaction entraine des 
altérations dans la transition épithélio-mésenchymateuse des cellules PrPKo générées grâce à la 
technologie Crispr-Cas9 (Mehrabian et al., 2015). 
La PrPC est également impliquée dans les mécanismes de régulation des voies de signalisation 
cellulaire (Mouillet-Richard et al., 2000). Il a par exemple été montré son implication dans la cascade 
de signalisation conduisant à l’activation d’une tyrosine kinase, Fyn, notamment engagée dans des 
fonctions neuronales, ainsi qu’à l’activation de deux protéines membranaires la cavéoline-1 et la 
clathrine (Mouillet-Richard et al., 2000). Depuis d’autres partenaires ont été identifiés (Schneider et 
al., 2003). Récemment, les travaux de l’équipe de Schneider soulignent que la kinase PDK1 pourrait 
être une cible thérapeutique commune à la maladie d’Alzheimer et aux ESTs (Pietri et al., 2013). 
Leurs études in vitro mettent en évidence qu’en bloquant l’activité de PDK1, par le biais d’une 
cascade protéique, la production d’Aβ et de PrP toxiques est diminuée. En 2015, la même équipe 
souligne suite à une infection prion, la surexpression d’une autre kinase, ROCK (Alleaume-Butaux et 
al., 2015). In vitro, sa dérégulation induit des atteintes neuronales (dysfonctionnement dans la 
polarisation cellulaire, neurotransmission, …). En parallèle, le complexe PDK1 – ROCK entraine une 
absence de clivage physiologique de la PrPC ainsi qu’une accumulation de PrP anormale (Alleaume-
Butaux et al., 2015).  
Activité neuroprotectrice anti-oxydante 
De nombreuses études se sont intéressées à l’activité neuroprotectrice anti-oxydante de la PrPC 
(Brown et Sassoon, 2002). In vitro, la privation de sérum dans des cultures de neurones issues de 
souris PrPKo les rendent plus sensibles à l’apoptose (Kuwahara et al., 1999 ; Kim et al., 2004 ; 
Laroche-Pierre et al., 2009). Inversement, la surexpression de la PrPC permettrait de limiter la mort 
neuronale suite à un stimulus apoptotique (Li et Harris, 2005). Le même phénomène protecteur est 
décrit lors d’une ischémie (McLennan et al., 2004). Confirmé dans des modèles murins, les auteurs 
sont partis du constat que l’analyse post-mortem de cerveaux humains hypoxiques présentait une 
accumulation de PrPC en périphérie des zones lésionnelles (McLennan et al., 2004). L’analyse de 
coupes organotypiques de rétine souligne que la PrPC est impliquée dans un équilibre fin en inhibant 
les voies de l’apoptose et en favorisant celles impliquées dans la survie cellulaire (Chiarini et al., 2002 
; Zanata et al., 2002 ; Roucou, Gains, et LeBlanc, 2004). D’autres études vont plus loin dans la 
compréhension des mécanismes en soulignant l’importance du fragment N1 pour d’une part assurer 
la neuroprotection et d’autre part limiter la mort cellulaire (Guillot-Sestier et al., 2009 ; Nieznanski et 
al., 2012). Récemment il a été mis en évidence dans des modèles cellulaires et murins le rôle de la 
PrPC dans les processus de réparation de l’ADN en interaction avec l’endonucléase APE1 (Bravard et 
al., 2015).   
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Le maintien de la gaine de myéline  
Ce rôle a été initialement suggéré suite à la génération des souris PrPKo (ZH1 et Npu) qui 
présentaient une polyneuropathie démyélinisante chronique (Büeler et al., 1992 ; Manson et al., 
1994b). En 2010, Bremer et ses collaborateurs mettront en évidence que ces processus de 
démyélinisations sont causés par une absence d’expression de la PrPC au niveau des neurones et plus 
particulièrement du fragment C1 (Bremer et al., 2010). Ainsi, la PrPC est impliquée dans l’intégrité 
des nerfs périphériques assurant la transduction du signal des cellules de Schwann aux neurones 
(Bremer et al., 2010). En 2016, les souris ZH3 générées par la même équipe présentent de façon âge-
dépendant une réduction significative de la densité axonale des nerfs sciatiques soulignant une 
nouvelle fois l’implication de la PrPC dans le maintien de la myéline (Nuvolone et al., 2016).  
Le fonctionnement synaptique  
La concentration importante de la PrPC dans les synapses suggère son implication dans le 
fonctionnement synaptique, comme le précisaient les enregistrements sur tranches hippocampiques 
de souris PrPKo en 1994 (Collinge et al., 1994). Il a été montré que la PrPC est capable d’interagir par 
exemple avec différents récepteurs métabotropiques du glutamate, mGlu, (Beraldo et al., 2011) et 
les récepteurs N-méthyl-D-aspartate, NMDA, (Khosravani et al., 2008). Sa régulation permet de 
limiter la toxicité du glutamate lors de la transmission synaptique en empêchant son hyperactivation 
(pour revue Black et al., 2014). Elle serait également impliquée dans la transmission au niveau des 
jonctions neuromusculaires (Re et al., 2006).  
Le transport et l’homéostasie cellulaire de différents ions métalliques  
La PrPC joue un rôle dans le transport et l’homéostasie cellulaire de différents ions métalliques 
(Davies et Brown 2008 ; Toni et al., 2017). L’association entre le métal et la PrPC est bien établie, et le 
cuivre (Thompsett et al., 2005), le zinc (Walter et al., 2007), le fer (Davies et Brown 2009) et le 
manganèse (Brazier et al., 2008) sont connus pour avoir une affinité avec la PrPC. Ces ions sont 
capables de stabiliser la protéine en se liant au niveau de la région des octapeptides (OR, Figure 4) 
(Benetti et al., 2014). Différentes études ont mis en avant l’implication de la PrPC dans l’homéostasie 
du cuivre (Brown et al., 1997 ; Pass et al., 2015). Dernièrement Gasperini et son équipe ont montré 
que le rôle neuroprotecteur de la PrPC dans la modulation des récepteurs NMDA résulterait d’une 
coopération entre la PrPC et les ions cupriques (Gasperini et al., 2015). 
Interaction avec le peptide Aß  
La maladie d’Alzheimer est caractérisée par deux marqueurs neuropathologiques : une accumulation 
extracellulaire de plaques amyloïdes (principalement composé du peptide β amyloïde, Aβ) et de 
dégénérescences neurofibrillaires intracellulaires (enrichies en protéine tau hyperphosphorylée). En 
2009, le séquençage génomique de différents clones cellulaires a mis en évidence la capacité des 
oligomères Aβ à se lier à la forme entière de la PrPC (Laurén et al., 2009). Cette même étude souligne 
que la délétion de PrP (étude sur tranches organotypiques issues de souris PrPKo) ou son blocage 
(utilisation d’anticorps anti-PrP) entraine une absence de fixation des oligomères d’Aβ. Récemment, 
il a été montré que ces oligomères étaient également capables de se fixer sur le fragment N1 de la 
PrPC (Guillot-Sestier et al., 2012 ; Fluharty et al., 2013). Chez la souris, le site de liaison de l’Aβ se 
trouve en position 95-110 sur la PrPC (Laurén et al., 2009 ; Calella et al., 2010 ; Nieznanski et al. 2012) 
ainsi qu’en position 23-27 (Chen, Yadav, et Surewicz, 2010). En 2011, une co-immunoprécipitation de 
la PrPC et du peptide Aβ a été mise en évidence dans le cerveau de patients Alzheimer non retrouvée 
dans ceux des individus contrôles (Zou et al., 2011).   
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Ainsi, ces travaux suggèrent l’existence d’une interaction entre la PrPC et le peptide Aβ notamment 
sous leurs formes insolubles. Récemment, il a été montré que la PrPC jouerait un rôle de récepteur et 
de médiateur de la toxicité de l’Aβ : le fragment N1 aurait un rôle de ligand inhibiteur compétitif afin 
de limiter les effets pathologiques de l’Aβ (Altmeppen et al., 2013).  
3- La protéine prion pathologique 
À ce jour, la seule modification moléculaire connue dans les maladies à prions est l’accumulation 
anormale de l’isoforme pathologique de la PrP. Ce paragraphe est l’occasion de préciser le 
vocabulaire employé dans ce manuscrit et de façon plus large de souligner les différences 
sémantiques existantes (Tableau 5). 
Le terme de PrP sorti de son contexte peut être mal interprété et il convient de stipuler si l’on décrit 
la forme physiologique, PrPC, présente chez tous les patients, ou son isoforme pathologique. Comme 
détaillé précédemment, les ESTs touchent un large panel de mammifères, il est donc possible de 
préciser la maladie en exposant de l’abréviation PrP (PrPvMCJ, PrPCWD, PrPBSE, …). Afin de s’affranchir de 
cette notation qui peut s’avérer rébarbative, Brown et Cervenakova ont proposé le terme de PrPTSE 
(Brown et Cervenakova, 2005). Certains auteurs généralisent en ajoutant une majuscule sur le « P » 
de Prion afin d’englober la forme anormale de la PrP et le concept prion lui-même. Cette notation 
offre l’avantage d’étendre le concept de protéines mal conformées aux autres protéinopathies 
incluant par exemple : la maladie de Parkinson (alpha-synucléine), la maladie d’Alzheimer (Aβ42 et 
tau hyperphosphorylée).  
Il peut exister un amalgame entre PrPSc, initialement mis en place pour décrire l’infectiosité de 
l’agent de la tremblante et la PrPres soulignant le caractère résistant à la protéolyse par la protéinase 
K (PK)9. La forme anormale peut être partiellement résistante aux protéases et devra être abrégée en 
PrPres. Ce terme sous-entend qu’un traitement à la PK a été employé afin de purifier la PrPres pour 
ensuite la détecter en WB par exemple. Précisons que certaines ESTs présentent une infectiosité sans 
PrPres détectable (Lasmézas et al., 1997 ; Collinge et al. 1995 ; Kaatz et al., 2012). Dans la suite du 
manuscrit la notion de PrPSc fera référence à la présence d’infectiosité. 
En opposition à la PrPres, la PrPsen présente une forte sensibilité à la PK. Cet agent est par exemple 
retrouvé dans les prionopathies à sensibilité variable à la protéolyse (Gambetti et al., 2008 ; Zou et 
al., 2010). Inversement, certaines études ont mis en évidence la présence de porteurs 
asymptomatiques possédant de la PrPres sans pour autant avoir développé une maladie à prions 
(Dickinson 1975 ; Peden et al., 2004).  
  
                                                          
9 La Protéinase K (PK) est une cystéine protéase avec un site actif non spécifique du substrat. 
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Tableau 5 : Description des différentes nomenclatures retrouvées dans la littérature du Prion 
Nom Signification de l’abréviation Description 
PRNP Gène codant pour la PrP Code pour les deux isoformes de la protéine 
prion (physiologique et pathologique) 
PrP Protéine prion Terme générique 
PrPC PrP cellulaire Retrouvée en condition physiologique 
PrPres PrP résistante à la PK Ne fait pas référence à l’infectiosité/ Souligne la 
résistance partielle, de la PrP anormalement 
conformée, à la digestion par les protéases 
PrP27-30 PrP après digestion PK avec des 
profils électrophorétiques 
compris entre 27 et 30 kDa 
Description historique de l’agent et de ses poids 
moléculaires suite à l’utilisation de traitements 
par les protéases 
PrPSen PrP sensible à la PK Non PrPres (à une dose de PK donnée) 
PrPSc, 
PrPMCJ… 
PrP retrouvée dans une maladie 
donnée 
Référence au caractère infectieux de l’agent 
3.1 Étude structurale de la PrP pathologique  
Les deux isoformes de la PrP, physiologique et pathologique, sont codées par le même gène (Basler 
et al., 1986). Elles possèdent la même structure primaire (séquence d’aa), et subissent les mêmes 
modifications post-traductionnelles (Barry et Prusiner 1986 ; Stahl et al., 1993). Aucune modification 
chimique entre les deux isoformes n’a été rapportée (Stahl et al., 1993). La seule différence réside 
dans leurs structures secondaires : conformation et/ ou état d’assemblage différents (Riesner, 2003). 
En 1991, Caughey et son équipe obtiendront la structure 3D de la forme anormale de la PrP par 
spectroscopie (Caughey et al., 1991). Deux ans plus tard, l’équipe de Prusiner comparera les deux 
isoformes en utilisant la même technique (Pan et al., 1993).  
Biochimiquement, l’isoforme anormale de la PrP présente une structure secondaire enrichie en 
feuillets β qui lui confère des propriétés physico-chimiques différentes (Riek et al., 1996 ; Riek et al., 
1997) (Tableau 6). Cette conformation limite l’action des protéases qui ont moins accès aux aa pour 
dégrader l’isoforme anormale. Ainsi, tandis que la PrPC est totalement digérée par la PK, le profil 
éléctrophorétique de la PrPres après digestion enzymatique est caractérisé par la présence de 
trois bandes en WB.  
Tableau 6 : Comparaison des deux isoformes de la protéine prion (PrP). 
Caractéristiques Protéine prion cellulaire Protéine prion anormale 
Hélices alpha (%) 42% 30% 
Feuillets béta (%) 3% 43% 
Profil électrophorétique 4 bandes 3 bandes 
Statut Monomère Agrégée 
Résistance PK  Sensible Partiellement résistante 
Solubilité dans les détergents Soluble Insoluble 
Digestion PIPL (ancrage GPI) Sensible Résistante 
Infectiosité Non Oui 
Bien que la distinction de la PrPC de la PrPres repose classiquement sur une étape préliminaire de 
digestion par la PK, d’autres méthodes sont également employées (insolubilité dans les détergents, 
l’urée, tendance à l’agrégation, …).   
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3.2 Résistance aux procédés de décontaminations classiques  
Les mesures de décontamination et d’inactivation habituellement employées sur les agents 
pathogènes classiques sont inefficaces contre la PrP anormale. L’agent infectieux des maladies à 
prions est résistant à la sonication (technique souvent utilisée pour purifier la fraction infectieuse), 
aux rayonnements UV et ionisants, aux procédés physiques tels que la chaleur sèche jusqu’à 600°C. 
En 1994, Gibbs et ses collaborateurs mettront en évidence l’extrême résistance de la PrP anormale 
aux techniques de désinfection (Gibbs et al., 1994) (Figure 10). Après réimplantation chez le 
chimpanzé d’électrodes incriminées dans des cas de contaminations iatrogènes chez l’Homme 
(Bernoulli et al., 1977), l’animal développe une EST au bout de 18 mois. Dans cette étude, les 
électrodes avaient été désinfectées selon les procédures habituellement appliquées à l’époque 
(stérilisation au formol 10%) et démontrées par la suite comme inefficaces face au prion (Gajdusek et 
Gibbs, 1976). 
 
Figure 10 : Réimplantation chez le chimpanzé d’un jeu d’électrode incriminé dans des cas de contamination iatrogène de 
MCJ (d’après Weissmann et al., 2002). 
Les électrodes utilisées en implantation intracérébrale dans le cadre d’électroencéphalogrammes corticaux provenaient 
d’un patient probablement en phase asymptomatique de maladie de Creutzfeldt-Jakob (MCJ). Après réutilisation de ces 
électrodes, deux patients ont par la suite développé une forme iatrogène de MCJ : 16 et 20 mois après implantation 
(Bernoulli et al., 1977). Gibbs et son équipe ont réimplanté ces électrodes, préalablement désinfectées selon les procédures 
classiquement utilisées (éthanol 70%, benzène et formol 10%) dans le cerveau d’un chimpanzé qui développera à son tour 
une maladie à prion (Gibbs et al., 1994).  
Bien que des différences soient décrites entre les différentes souches notamment humaines (Taylor 
et al., 1994), les principales procédures de décontamination recommandées par l’OMS sont :  
- L’immersion dans la soude (1N, 40g/L) pendant 1h à température ambiante ; 
- L’immersion dans l’eau de javel (20 000 ppm soit 2% de chlore actif) pendant 1h à 
température ambiante ;  
- La stérilisation à la vapeur d’eau à 134°C sous 3 bars de pression pendant 18 minutes.  
Toutefois la majorité des instruments ne résiste pas à ces procédures et l’utilisation de matériel à 
usage unique reste difficile à envisager en termes de coût et de bénéfice/ risque face au faible 
nombre de cas de MCJ. Par ailleurs, ces procédés ont été validés sur des homogénats de cerveaux 
infectieux, or la décontamination de surface répond à d’autres mécanismes et à des propriétés 
physiques différentes.  
En effet, il a été démontré ultérieurement l’efficacité de traitements moins drastiques (compatibles 
avec des instruments médicaux) pour éliminer et/ ou inactiver une contamination de surface par les 
prions.   
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On peut citer par exemple l’emploi du peroxyde d’hydrogène (Fichet et al., 2004) ou différents 
produits commerciaux dont la liste est disponible sur le site de l’Agence Nationale de Sécurité du 
Médicament et des produits de santé, ANSM (Anios, Dr Weigert, Steris, …).   
Ainsi un mode opératoire spécifique, dénommé « Protocole Standard Prion » a pour objectif 
d’évaluer l’efficacité de différents produits ou procédés contre les prions sur les dispositifs médicaux.  
3.3 Le caractère transmissible 
Une des particularités des maladies à prions réside dans le fait qu’elles soient transmissibles. En 
1936, la tremblante fut la première maladie à prion démontrée comme transmissible par voie 
intracérébrale (Cuillé et Chelle, 1936). Par la suite, différentes transmissions chez le chimpanzé, 
notamment, permettent de confirmer le caractère transmissible des maladies à prions (Gajdusek, 
Gibbs, et Alpers, 1967 ; Gibbs et al., 1968). En parallèle, différentes voies d’administration de l’agent 
pathologique ont été décrites de façon naturelle : par voie orale (Kuru, produits animaux contaminés 
par l’agent de l’ESB), iatrogène (greffe de dure mère, injection d’hormone de croissance, 
transfusion), ou expérimentale (voies intracérébrale, intrapéritonéale, …). Expérimentalement, la 
voie d’inoculation la plus efficace en termes de raccourcissement des périodes d’incubation et 
d’efficacité d’infection (taux de transmission chez l’animal) est la voie intracérébrale (Ironside 2006).  
Dans un contexte thérapeutique chez l’animal différents accidents iatrogènes ont eu lieu.   
En 1946, une campagne de vaccination de mouton contre l’encéphalomyélite ovine10 est entreprise 
par le vétérinaire écossais William Gordon (Gordon, 1946). Le vaccin était préparé à partir de 
moutons probablement infectés par l’agent de la tremblante et la charge infectieuse atténuée avec 
une solution de formol 10% (démontré comme inefficace contre l’agent). Sur un total de 18 000 
animaux vaccinés, 7% ont développé une tremblante.  
En 2001, un autre cas de transmission accidentelle chez la chèvre et le mouton a été observé suite à 
une campagne de vaccination en Italie contre Mycoplasma agalactiae (Caramelli et al., 2001). 
3.4 Notions de souche et de barrière d’espèce  
Bien avant la mise en évidence de la forme anormale de la PrP, les expériences de Pattison et Mitson 
en 1961 soulignent la présence de l’effet souche11 (Pattison et Mitson, 1961). Suite à des 
inoculations intracérébrales chez la chèvre de deux formes de tremblante caractérisées par 
deux symptomatologies différentes (une forme avec des troubles nerveux majeurs et une seconde 
avec des démangeaisons sévères), les animaux receveurs ont développé deux formes cliniques 
distinctes (Pattison et Mitson, 1961). La même année Chandler mettra également en avant la 
transmission expérimentale de deux souches de tremblante chez la souris (Chandler, 1961).   
L’effet souche dépend de la voie d’inoculation (Aguzzi et Sigurdson, 2004). Traditionnellement, une 
souche est caractérisée par : des signes cliniques, une durée d’incubation (période entre l’inoculation 
et le début des signes cliniques, (Bessen et Marsh, 1992) et un profil lésionnel (degrés d’intensité de 
la spongiose dans différentes zones cérébrales, (Fraser et Dickinson, 1973). Ces différents éléments 
sont fidèlement transmissibles après différents passages.   
                                                          
10La méningo-encéphalite, appelée looping ill en anglais, touche les ovins. Elle est causée par un virus de la 
famille des Flavivirus, appelé virus LIV, et transmis via des tiques.  
11Ce principe est généralement utilisé en bactériologie ou en virologie : il désigne la capacité d’une colonie à 
donner différents clones identiques après une série de repiquages.  
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Toutefois, une adaptation de souche est souvent primordiale. En effet, d’une espèce à l’autre la 
transmission n’est pas initialement efficace et peut nécessiter plusieurs passages successifs au sein 
de la même espèce avant de se stabiliser. Chandler observera ce phénomène d’adaptation de 
souche. Pour cela, il réalisera des transmissions successives (quatre passages au total) chez la souris 
(injection de broyats de cerveau de souris infectée lors de la première inoculation à une autre souris, 
etc.) (Chandler, 1962). Lors des quatre passages, une réduction progressive de la durée d’incubation 
est observée, signe d’une adaptation de l’agent à son nouvel hôte. En effet, l’adaptation de souche 
est caractérisée par un raccourcissement de la période d’incubation chez une espèce donnée 
(Chandler, 1962 ; Kimberlin et Walker, 1977). La transmission d’une espèce à l’autre est moins 
efficace qu’au sein de la même espèce : c’est le phénomène de barrière d’espèces. Toutefois, même 
après différents passages expérimentaux, il est possible que la transmission d’une espèce à l’autre ne 
soit jamais efficace à cause d’une barrière d’espèce trop importante. 
L’effet souche est tout à fait compatible avec l’hypothèse prion, et a été confirmé par exemple chez 
la levure (Tanaka et al., 2004). Dans cette étude, différentes conformations protéiques stables et 
distinctes ont été générées (Tanaka et al., 2004). La diversité de souche pourrait donc reposer sur la 
variabilité des conformations spatiales de la PrP anormale (Prusiner et al., 1990 ; Collinge et al., 
1999 ; Peretz et al., 2001 ; Collins et al. 2006). Cela serait cohérent avec l’extrême flexibilité de la 
partie Nter de la protéine qui est à l’origine de différents clivages protéolytiques (Chen et al., 1995).  
Caractérisation des souches 
En plus des critères biologiques (incluant les signes cliniques, la période d’incubation et les profils 
lésionnels), la caractérisation des souches est possible sur la base de critères biochimiques (étude 
des différents poids moléculaires et proportions des formes glycosylées). Les souches peuvent être 
également caractérisées par leurs propriétés d’agrégation.  
De nos jours la méthode la plus utilisée est la réalisation d’un typage moléculaire. Concrètement, 
cela consiste en l’analyse des profils de migration électrophorétique de la PrPres et des ratios entre les 
différentes glycoformes. Cela a conduit en 1996 à proposer deux classifications chez l’Homme :  
- La classification de Collinge et Hill  
- La classification de Parchi et Gambetti  
La classification de Collinge regroupe quatre types de conformations : les types 1 et 2 pour les formes 
sporadiques de MCJ, le type 3 pour les formes iatrogènes et le type 4 pour la variante de la MCJ 
(Collinge et al. 1996 ; Hill et al., 2003).   
La classification de Parchi quant à elle ne comporte que deux types : le type 1 associé à une hauteur 
de bande de 21 kDa et le type 2 correspondant à 19 kDa. Le type 1 de la classification de Parchi 
englobe les deux premiers types de celle de Collinge) et le type 2 correspond à la vMCJ (caractérisée 
2b) (Parchi et al., 2011). L’équipe de Parchi est allée plus loin en proposant différents sous-types chez 
les patients sporadiques, cohérents avec les caractéristiques cliniques et le polymorphisme du codon 
129 : MM1/ MV1/ MV2/ VV2 et deux autres mineurs MM2 et VV1 (Parchi et al., 1999).   
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Le concept prion remet en cause le dogme selon lequel une maladie infectieuse est causée par la 
présence d’un être vivant capable de répliquer son ARN ou ADN, puisqu’ici seule une accumulation 
anormale de PrP est décrite. Le cadre de lecture du gène Prnp étant contenu dans un seul exon 
pour les deux isoformes, seules des modifications post-traductionnelles sont envisageables dans le 
processus d’infection des maladies à prions. Ainsi, l’élément majeur pour avoir une infection prion 
efficace est la présence de l’isoforme physiologique de l’hôte, la PrPC. Les propriétés particulières 
de l’agent (absence de décontamination par les techniques classiques, infectiosité, large panel des 
souches) soulignent une fois de plus la complexité de l’agent et le risque en termes de santé 
publique.  
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Chapitre III : Pathogénèse des maladies à prions 
Dans les maladies à prions, plusieurs lieux et mécanismes de conversion de la PrPC en son 
isoforme anormale ont été proposés. Les ESTs sont caractérisées par des lésions restreintes au SNC 
notamment une mort neuronale importante. Pourtant l’agent infectieux est retrouvé dans différents 
organes périphériques (muscles, rein, …), les fluides biologiques (salive, sang, urine, …), et a été 
démontré comme capable de se disséminer et de se répliquer dans les organes lymphoïdes. De plus, 
la majorité des maladies à prions sont transmises par voie orale ou par administration périphérique, 
ce qui pose la question de savoir comment l’agent infectieux trouve accès au SNC. D’une manière 
générale, la physiopathologie des maladies à prions dépend de l’hôte, de la souche et du mode de 
contamination (porte et voie d’administration). 
1- Conversion de la PrPC en PrP anormale 
1.1 Lieux de conversion  
Différents lieux de conversion de la PrPC en son isoforme anormale ont été proposés tels que la 
membrane plasmique, les vésicules endosomales ou le RE (Veith et al., 2009). La difficulté à 
déterminer clairement les lieux de conversion peut s’expliquer notamment par des contraintes 
techniques afin de distinguer :  
- La PrPC de son isoforme anormale ; 
- L’inoculum initialement ajouté de la PrP anormale néoformée ; 
- Le site de conversion des sites d’accumulation et de réplication. 
Grâce à son ancre GPI, la PrPC est attachée à la surface externe de la cellule, plus précisément au 
niveau des régions riches en cholestérol et en phospholipides appelées radeaux lipidiques ou « raft » 
en anglais. Dès 1995, l’importance du cholestérol a été mise en évidence dans la formation de PrPSc 
(Taraboulos et al., 1995). Dans cette étude, les auteurs ont réussi à diminuer la formation de PrPSc en 
rendant impossible l’ancrage de la PrPC à la membrane dans un modèle cellulaire permissif à 
l’infection prion, les cellules N2a (Taraboulos et al., 1995). Deux ans plus tard, une nouvelle étude 
dans le même modèle in vitro renforce l’idée que la conversion de la PrPC en PrPSc se situe au niveau 
des rafts, en visualisant les deux isoformes à cet endroit (Naslavsky et al., 1997). Goold et ses 
collaborateurs ont réussi à mettre au point un modèle cellulaire de neuroblastomes murins 
chimériques composés : d’une PrPC couplée à une étiquette, MYC, et déficient pour leur PrPC 
endogène (Goold et al., 2011). Suite à une exposition avec la souche expérimentale de tremblante 
adaptée à la souris, RML (Rocky Mountain Laboratory), les auteurs observent très rapidement, en 
immunofluorescence, la formation de novo de PrPres à la membrane plasmique grâce au rapporteur 
MYC (Goold et al., 2011). Cette étude souligne également que la conversion semble se poursuivre 
dans le compartiment endosomal (Goold et al., 2011) comme cela avait déjà été décrit (Borchelt, 
Taraboulos, et Prusiner, 1992).   
Ces différentes données laissent supposer qu’une dérégulation de l’homéostasie cérébrale du 
cholestérol jouerait un rôle dans les maladies à prions et de façon plus large dans les autres maladies 
neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer et de Parkinson (Simons et al., 1998 ; 
Hannaoui et al., 2014).   
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1.2 Mécanismes de conversion et de réplication  
Comme le souligne les expériences réalisées chez les souris PrPKo, la PrPC est au cœur de la 
réplication de l’agent infectieux dans l’organisme. De façon schématique le processus de 
transconformation correspond à une première étape de conversion suivie d’une étape 
d’amplification associée à la présence d’oligomérisation de monomères mal repliés, formant des 
protofibrilles puis des fibrilles et des plaques amyloïdes. La capacité de recruter et de convertir des 
protéines solubles en agrégats est appelé processus de polymérisation ou « seeding » en anglais 
(Figure 11).  
 
Figure 11 : Processus de polymérisation d’une protéine soluble (forme physiologique) en son isoforme insoluble et 
anormalement repliée (forme pathologique) (d’après Fritschi et al., 2013). 
À ce jour le mécanisme de conversion de la PrPC en son isoforme anormale n’est pas compris, et pour 
tenter d’expliquer ce phénomène de transconformation deux modèles ont été proposés (Figure 12) :  
- Le modèle de l’hétérodimère encore appelé modèle de conversion assistée ; 
- Le modèle de nucléation-polymérisation (traduit de l’anglais « seeded-nucleation »). 
 
Figure 12 : Deux modèles de conversion de la PrPC en son isoforme anormale (d’après Aguzzi, 2001).  
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Le premier modèle de l’hétérodimère a été proposé par Prusiner (Prusiner, 1991). Selon ce modèle, 
la simple interaction entre la PrPC et la PrPSc entrainerait directement sa conversion en sa forme 
anormale. Ce modèle nécessite que la PrPSc soit (i) thermodynamiquement plus stable que la PrPC, et 
(ii) qu’elle soit sous forme monomérique. Toutefois, aucune donnée n’a permis de mettre en 
évidence la présence de monomère de PrPSc, car cela est cinétiquement inaccessible. Une des 
possibilités serait d’avoir un intermédiaire noté PrP* qui permettrait d’augmenter l’énergie de la 
réaction vers l’isoforme PrPSc (Huang, Prusiner, et Cohen, 1996).  
Selon le modèle de nucléation-polymérisation, la PrPSc existe à l’état d’équilibre avec la PrPC. Ce 
second modèle est indirect et nécessite une étape intermédiaire de formation de noyaux de PrPSc. 
Lors de la première réaction, la génération de nucléation d’hétérodimères de PrPSc est lente et 
réversible (Jarrett et Lansbury, 1993). Cette réaction est en faveur de la PrPC d’un point de vue 
thermodynamique. Dans la seconde étape, il y a recrutement des monomères de PrPSc au sein de ces 
polymères : cette conversion est alors irréversible (Kocisko et al., 1994 ; Lansbury et Caughey, 1995). 
L’élément limitant de ce modèle est la nucléation c'est-à-dire que le recyclage de la PrPC doit être 
moins efficace que les processus d’agrégation. Selon ce modèle, la PrPSc n’est pas stable sous forme 
monomérique, ce qui est tout à fait compatible avec les données actuelles qui stipulent que l’agent 
infectieux est sous forme d’agrégats (Saborio, Permanne, et Soto, 2001 ; Silveira et al., 2005).  
1.3 Neurotoxicité des Prions 
Les lésions observées dans les maladies à prions sont restreintes au SNC. La neuropathologie est 
caractérisée par une spongiose (vacuolisation), une gliose (activation astrocytaire et microgliale) et 
une mort neuronale massive. Deux hypothèses majeures ont été proposées pour expliquer cette 
neurotoxicité :  
- L’hypothèse du gain de fonction : souligne que les effets neurotoxiques soient directement 
liés aux propriétés de la PrP anormalement conformée ; 
- L’hypothèse de la perte de fonction : implique que la diminution de disponibilité de la PrPC 
(car transconformée en PrP anormale) l’empêche de réaliser ses fonctions physiologiques. 
En 2011, les travaux de Sandberg et son équipe souligne une absence de corrélation entre 
l’infectiosité et la toxicité en mettant en avant deux phases distinctes : une première de production 
de l’infectiosité, et une seconde de toxicité (Sandberg et al., 2011). Dans cette étude, suite à des 
injections intracérébrales de la souche RML dans différents modèles murins, la neurotoxicité apparait 
lorsque la réplication de PrPSc atteint son maximum. Ainsi, les dépôts de PrPSc ne sont pas forcément 
liés à la neurotoxicité mais pourrait être deux évènements indépendants (Sandberg et al., 2011). 
Récemment, l’étude d’Haïk et son équipe réalisée, cette fois-ci, in vitro, rapporte les mêmes résultats 
(Hannaoui et al., 2013). L’exposition de différentes souches de prion à des cultures primaires murines 
de neurones issues de la couche granulaire du cervelet, du cortex et du striatum mettent en 
évidence : (i) un tropisme de souche en fonction des régions cérébrales (ii) un effet neurotoxique 
retrouvé in vitro, et (iii) la présence d’une première phase de réplication de l’agent suivie d’une 
seconde phase de neurotoxicité. D’autres études soulignent que la neutoxicité apparait alors qu’un 
faible niveau de PrPSc est retrouvé (Lasmézas et al., 1997 ; Manson et al., 1999). Des résultats 
similaires sont retrouvés chez l’Homme suite à l’analyse post-mortem de différents cerveaux de 
patients atteints de forme sporadique de MCJ (Faucheux et al., 2011). 
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Il semble de plus en plus admis par la communauté scientifique que la neurotoxicité corresponde à 
une perte des fonctions physiologiques de la PrPC, au vu de son rôle neuroprotecteur (anti-oxydant et 
anti-apoptotique). Il a d’ailleurs été montré que suite à une infection Prion, les cellules infectées sont 
plus sensibles au stress oxydatif que les cellules saines, c’est-à-dire non exposées (Milhavet et 
Lehmann, 2002). En 2007, il a été proposé que la neurotoxicité observée dans les maladies à prions 
soit causée par des oligomères de PrP anormaux, notés PrPL (« L » pour létal) distincts de la PrPSc et 
générés lors de la conversion de la PrPC en PrPSc (Collinge et Clarke, 2007). D’autres 
dysfonctionnements de la PrPC ont été proposés comme une modification de l’homéostasie du cuivre 
(Toni et al., 2017).  
2- Propagation des Prions au sein de l’organisme 
2.1 De l’entrée du prion à l’accumulation dans les organes périphériques 
Dans les maladies à prions, deux modes de contaminations sont possibles, par voies centrale ou 
périphérique (Figure 13).   
Expérimentalement (réalisé dans le cadre de protocoles scientifiques sur animal de laboratoire), la 
voie centrale est la plus efficace, et conduira rapidement au développement d’une EST dans la 
mesure où l’agent infectieux est directement présent dans le SNC. Chez l’Homme, des cas de 
contaminations iatrogènes par voie centrale ont également eu lieu suite à des greffes de dure-mère 
ou de cornée, ou directement via l’implantation d’électrodes contaminées lors d’électro-
encéphalogrammes corticaux.   
La majorité des maladies à prions humaines a été transmise suite à une contamination par voie 
périphérique. En effet, elle regroupe tous les autres modes de transmissions comme par exemple les 
cas de contamination suite à des injections d’hormones de croissance par voie intramusculaire, ou 
encore par voie orale suite à l’ingestion d’aliments contaminés.  
De façon intéressante, une atteinte précoce des organes du système lymphoréticulaire secondaire 
(SLR)12 est presque toujours observée lors de contamination périphérique (Eklund et al., 1967 ; 
Patisson et Jones, 1968 ; Fraser et Dickinson, 1970 ; Kimberlin et Walker, 1979).   
                                                          
12Le système lymphoréticulaire (SLR) est constitué des tissus lymphoïdes primaires et secondaires. Les tissus 
lymphoïdes primaires correspondent aux lieux de fabrication des lymphocytes T et B (le thymus et la moelle 
osseuse). Tandis que les structures lymphoïdes secondaires correspondent aux lieux où les lymphocytes 
remplissent leurs fonctions (la rate, les ganglions lymphatiques, les tissus lymphoïdes associés aux muqueuses 
et les amygdales). 
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Figure 13 : Représentation des différentes voies d’administration des Prions (d’après Aguzzi et al., 2013). 
Les voies d’administration établies des Prions (intracérébrale, greffes de cornée, intramusculaire, orale et intraveineuse) 
sont à opposer aux voies dites potentielles (cutanée et aérienne). Les modes de contamination peuvent être par voies 
centrale (VC) ou périphérique (VP). 
La dissémination de l’agent de la périphérie au SNC suit deux phases :  
- Une phase précoce et silencieuse correspondant à l’invasion du système lymphoréticulaire 
(lymphoinvasion) ; 
- Une phase tardive et lésionnelle associée au passage de l’agent du système 
lymphoréticulaire au système nerveux et sa dissémination du système nerveux périphérique 
(SNP) vers le SNC (neuroinvasion). 
Quelle que soit la voie de dissémination de l’agent dans l’organisme, les cellules impliquées dans le 
transport de l’infectiosité expriment la PrPC.  
2.2 Exemple du schéma pathogénique des ESTs suite à une contamination par 
voie orale  
Lors d’une contamination par voie orale, les intestins sont les premiers touchés comme cela a été 
décrit chez le mouton (Hadlow, Kennedy, et Race, 1982 ; Andréoletti et al., 2000). L’infectiosité 
franchit ensuite la barrière intestinale selon un mécanisme peu compris, soit directement par 
transcytose (Mabbott et MacPherson, 2006) soit aux dépens des cellules épithéliales de la 
muqueuse, cellules M13 (Heppner et al., 2001). L’importance de ces cellules a été confirmée dans un 
modèle murin transgénique : leur déplétion empêche l’infection prion (Donaldson et al., 2012).   
                                                          
13 Les cellules M, ou Microfold, sont des cellules épithéliales de l’intestin qui assurent notamment le transport 
d’antigènes au travers de l’épithélium. 
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Une fois la barrière intestinale franchie, la PrPSc peut être phagocytée par les cellules présentatrices 
d’antigène telles que les macrophages et les cellules dendritiques. Elle migre alors via les vaisseaux 
lymphatiques vers les structures lymphoïdes secondaires pour s’accumuler notamment dans les 
cellules dendritiques folliculaires (FDCs). 
2.3 Des organes lymphoïdes à la réplication dans les cellules dendritiques 
folliculaires  
Dès l’accumulation dans les organes lymphoïdes, la physiopathologie des Prions suit les mêmes 
processus de réplication quelle que soit la voie d’entrée. 
Les organes lymphoïdes 
L’infectiosité est d’abord détectable dans les tissus lymphatiques drainant le site d’inoculation. Par 
exemple, lors d’une contamination par voie orale, la PrPSc est retrouvée dans les plaques de Peyer 
puis dans les ganglions mésentériques (Hadlow, Kennedy, et Race, 1982 ; Andréoletti et al., 2000). Il a 
d’ailleurs été montré en 2003 que les plaques de Peyer jouent un rôle majeur dans la transmission 
efficace des prions suite à une exposition par voie orale (Prinz et al., 2003). 
Dès les stades précoces de l’infection, une réplication de l’agent infectieux est retrouvée dans la rate, 
et ceci même après une injection IC. Kimberlin et Walker mettent en évidence qu’avant même de 
détecter la PrP anormale dans le cerveau, son accumulation est retrouvée dans la rate suite à une 
inoculation intrapéritonéale (Kimberlin et Walker, 1988). L’année suivante les mêmes auteurs 
souligneront le rôle majeur de la rate dans le développement des maladies à prions, grâce à une 
splénectomie : la période d’incubation sera rallongée en comparaison des souris saines (Kimberlin et 
Walker, 1989). Ces résultats sont souche-dépendant. Il a été montré que l’agent infectieux y serait 
acheminé par la voie hématogène depuis le site d’injection (Kimberlin et Walker, 1988 ; Urayama et 
al., 2011). Expérimentalement, la PrPC est capable de traverser la barrière hémato-encéphalique, BHE 
(Banks et al., 2004 ; Banks et al., 2009). Ces données laissent sous-entendre que la neuroinvasion via 
la circulation sanguine est possible notamment suite à des transfusions sanguines. Chez l’Homme, 
une réplication périphérique de l’isoforme anomale de la PrP est décrite pour les patients vMCJ ainsi 
qu’en moindre quantité pour les formes sporadiques (Glatzel et al., 2003). 
 
Figure 14 : Représentation de la réplication périphérique dans les cellules dendritiques folliculaires situées dans les tissus 
lymphoïdes secondaires (d’après Aguzzi, Nuvolone, et Zhu, 2013). 
Les tissus lymphoïdes secondaires correspondent à l’amygdale, la rate, les tissus lymphoïdes associés aux muqueuses et les 
ganglions lymphatiques. L’infectiosité de la PrPSc est schématisée par un triangle jaune. CDF : cellule folliculaire dendritique.  
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Au niveau cellulaire : les FDCs 
Situées dans les zones B des follicules des tissus lymphoïdes, les FDCs assurent d’une part la capture 
de l’antigène grâce à leurs dendrites et d’autre part la présentation de l’antigène aux LB (Figure 14). 
Contrairement aux autres cellules présentatrices de l’antigène, elles n’ont pas une origine 
hématopoïétique mais stromale.  
Deux arguments ont laissé suggérer que les FDCs puissent être un des sièges de l’accumulation et 
surtout de la réplication de l’infectiosité. Le premier réside dans la longue durée de vie des CDF qui 
leur permettent de piéger pendant plusieurs mois l’antigène, ce qui est tout à fait compatible avec 
les grandes phases d’incubation silencieuse décrites dans les maladies à prions (Mabbott et 
MacPherson, 2006). Le second argument majeur est que les FDCs expriment de façon importante la 
PrPC (Burthem et al., 2001 ; Krautler et al., 2012). 
 
En 2000, Montrasio et son équipe ont réussi à abolir la fonctionnalité de ces cellules grâce à une 
injection de lymphotoxine β empêchant la maturation des LB nécessaire à celle des FDCs (Montrasio 
et al., 2001). Suite à une inoculation intrapéritonéale de l’agent infectieux, aucune accumulation de 
PrPSc n’a été mise en évidence dans la rate de ces souris, et un allongement de la période 
d’incubation a eu lieu (Montrasio et al., 2000). Ces résultats ont été confirmés par d’autres études 
(Prinz et al., 2002 ; Mabbott et al., 2003). Ainsi, les LB jouent un rôle dans le développement des 
maladies à prions en vue de permettre la maturation des FDCs (Blättler et al., 1997 ; Klein et al., 
1998 ; Montrasio et al., 2001). L’inoculation de l’agent infectieux par voie intrapéritonéale à des 
souris préalablement irradiées (déplétion des cellules souches lympho-hématopoïétiques) n’entraine 
aucune accumulation de PrP anormale dans la rate (Raeber et al,. 1999 ; Raeber et al., 2001).   
Ainsi, l’accumulation précoce de la PrPSc dans les tissus lymphoïdes et notamment dans les FDCs 
semble être un processus indispensable pour une neuroinvasion efficace. Toutefois, les FDCs ne sont 
pas systématiquement impliquées dans la propagation de la PrPSc suite à l’inoculation à de fortes 
doses (Prinz et al., 2002) ou lors d’une exposition directe par voie intracérébrale (Mabbott et al., 
2000). Cela souligne la capacité de certaines souches, en fonction de l’espèce de l’hôte et de la voie 
d’inoculation, à avoir une neuroinvasion directe sans accumulation périphérique préalable et 
détectable.  
2.4 Des organes lymphoïdes à la multiplication dans le système nerveux 
Le passage des organes lymphoïdes au système nerveux périphérique n’est pas clairement élucidé. 
Toutefois la colonisation de la PrPSc nécessite l’expression de la PrPC, qui continue à se former, dans 
les tissus impliqués (Blattler et al., 1997 ; Mabbott et MacPherson, 2006).  
La dissémination de la PrPSc dans le SNC peut emprunter une voie dépendante de la moelle épinière 
grâce aux nerfs parasympathiques (Kimberlin et Walker, 1980 ; Beekes, Baldauf, et Diringer, 1996) ou 
indépendante en passant directement par les nerfs sympathiques tels que le nerf vague (Beekes, 
McBride, et Baldauf, 1998) (Figure 15).  
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Figure 15 : Voies de la neuroinvasion des prions (d’après Mabbott et MacPherson, 2006).  
Il a été montré que les Prions colonisent le système nerveux central depuis l’intestin ou les tissus lymphoïdes secondaires 
selon deux voies neuroanatomiques distinctes. La première voie suit les fibres sympathiques du nerf splanchnique jusqu’à 
la colonne médullaire intermédio-latérale (IML) de la moelle épinière thoracique. La seconde voie est celle des fibres 
parasympathiques. GG : ganglion/ GALT : tissu lymphoïde associé au tube digestif/ DMNV : noyau dorsal du nerf vague. 
À partir des tissus lymphoïdes, les prions colonisent le SNC via le système nerveux périphérique, par 
transport rétrograde. La dissémination de l’agent infectieux pourrait être directe grâce à la proximité 
anatomique qui existe entre les FDCs et les terminaisons neuronales du système sympathique qui 
innervent la rate (Clarke et Kimberlin, 1984 ; McBride et Beekes, 1999). En effet, les organes 
lymphoïdes sont fortement innervés par des fibres sympathiques. L’étude de Prinz et ses 
collaborateurs a permis de mettre en évidence une amélioration de la neuroinvasion en réduisant 
artificiellement la distance entre les FDCs et ces nerfs spléniques, grâce au récepteur CXCR5 in vivo 
(Prinz et al., 2003). À partir du SN entérique (plexus nerveux du tractus gastro-intestinal), la 
dissémination s’effectue par transport rétrograde grâce aux nerfs périphériques (nerfs splanchniques 
et/ ou vague).   
En 2003, il a été montré que l’agent infectieux est capable de s’accumuler dans les neurones des 
ganglions sympathiques chez des patients atteints de la vMCJ (Haïk et al., 2003). Ces travaux 
soulignent l’implication des nerfs sympathiques dans la pathogénèse des contaminations par voie 
orale chez l’Homme.  
L’infectiosité est capable de se propager de cellule à cellule. La dissémination des Prions vers les 
nerfs périphériques peut avoir lieu directement à partir des FDCs via les exosomes (Fevrier et al., 
2004). En 2007, l’expression de la PrPC et de la PrPSc a été mise en évidence in vitro dans des 
exosomes suite à une exposition prion (Vella et al., 2007). Ces travaux soulignent que les exosomes 
peuvent représenter un mode de dissémination de l’infectiosité dans l’organisme.   
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2.5 Du système nerveux aux organes périphériques 
Après avoir atteint le SNC, la PrPSc se dissémine de façon centrifuge. En effet, la PrP anormale a été 
retrouvée dans les muscles de patients atteints de forme sporadique de MCJ (Glatzel et al., 2003) 
ainsi que chez les cerfs atteints de CWD (Angers et al., 2006). L’infectiosité est également retrouvée 
dans les reins et les urines. En 2005, les travaux de Seeger et ses collaborateurs soulignent 
l’accentuation de la prionurie dans un modèle murin d’inflammation rénale chronique (Seeger et al. 
2005). Ces résultats sous-entendent que dans un contexte d’inflammation importante la 
dissémination de l’agent infectieux est plus efficace. Une grande partie de l’infectiosité est retrouvée 
dans le foie ce qui met en évidence son élimination importante et que seule une petite partie est 
responsable de la réplication de l’infectiosité. Cela a été mis en évidence grâce à des liposomes 
radiomarqués (Millson et al., 1979).  
Ainsi, le schéma pathogénique précis des maladies à prions reste à élucider. Nous savons qu’il 
dépend de la voie d’administration de l’agent infectieux. Dans la majorité des cas, une réplication 
périphérique est indispensable au développement de la maladie (Bartz et al., 2005). Toutefois, 
certaines souches dites neurotropes ne présentent pas de réplication périphérique, et sont capables 
d’envahir directement le SNC (Mohri, Handa, et Tateishi, 1987). Inversement, certaines souches 
lymphotropes se répliquent efficacement en périphérie, et pour autant n’ont pas de neuroinvasion 
efficace (Bruce 1985 ; Béringue, Le Dur, et al., 2008). 
Lors d’une infection par voie périphérique, les organes lymphoïdes sont impliqués dans la 
pathogénèse des maladies à prions bien que le système immunitaire de l’hôte reste tolérant à 
l’accumulation de l’agent infectieux. Les mécanismes exacts de propagation tissulaire de la 
périphérie vers le niveau central ne sont pas clairement compris. 
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Deuxième partie :  
Évaluation et prévention du risque Prion 
en termes de santé publique 
L’agent responsable de l’ESB a réussi à franchir la barrière d’espèce Bovin – Homme conduisant à 
l’apparition d’une nouvelle maladie à prion humaine, la vMCJ. Au regard de la diminution significative 
du nombre de cas d’ESB grâce à la mise en place d’une série de mesures préventives, les pays 
membres de l’Union Européenne (RU inclus) sont considérés comme ayant un risque maîtrisé voire 
négligeable de voir apparaitre de nouveaux cas et donc de transmission inter-espèce. En parallèle de 
ce risque primaire (suite à une transmission par voie orale), un risque secondaire (transmission 
iatrogène inter-individuelle) a été identifié avec trois cas avérés iatrogènes de vMCJ post-
transfusionnels au RU. 
L’évaluation du risque de la vMCJ nécessite de faire un bilan des données épidémiologiques incluant : 
(i) le nombre de cas de bovins infectés par l’ESB, et (ii) la fréquence des maladies à prions chez 
l’Homme. De plus, il est important de prendre en compte les individus asymptomatiques c’est-à-dire 
potentiellement en cours d’incubation, dans la mesure où ils pourront être d’éventuels donneurs de 
sang.  
L’évaluation du risque de santé publique de la vMCJ est complexifiée par les principales 
caractéristiques atypiques de l’agent infectieux, à savoir :  
- Une forte résistance dans l’environnement ainsi qu’aux procédés de décontamination 
habituels limitant les capacités d’inactivation voire de destruction de l’agent ;  
- Une absence de méthode de détection ante mortem ; 
- Une réplication périphérique : tropisme lymphoïde de la PrPvMC, et présence de l’agent 
infectieux dans le sang (prionémie) ; 
- Une longue phase d’incubation silencieuse.  
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Chapitre I : Analyse du risque de transmission 
primaire de la vMCJ 
1- Étude descriptive de la transmission de l’agent de l’ESB à l’Homme  
1.1 Situation épidémiologique internationale et nationale  
Chez les bovins, l’agent causal de l’ESB a réussi à s’amplifier suite aux modifications des procédés de 
fabrication instaurées au RU dans les années 80, et à conduire à une anazootie.  
Officiellement, 200 000 bovins ont été recensés atteints d’ESB dont 94% sur le territoire britannique. 
Avec un total de 1036 cas rapportés, la France est le quatrième pays le plus touché après le RU, 
l’Irlande et le Portugal. Actuellement, un recul est observé dans l’ensemble des pays initialement 
touchés par l’agent infectieux. En effet, seulement deux cas ont été rapportés en 2016, un premier 
en Espagne et un second en France (données issues de l’OMS mises à jour le 30 juin 2016). 
Chez l’Homme, 228 cas de vMCJ ont été rapportés suite à l’ingestion de viandes contaminées (risque 
primaire), auxquels il faut ajouter les trois cas post-transfusionnels (risque secondaire) (Tableau 7).  
Tableau 7 : Répartition mondiale du nombre de cas totaux de la variante de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (vMCJ) 
(d’après les données mises à jour le 03/07/2017 par The National Creutzfeldt-Jakob Disease Surveillance Unit, 
eurocjd.ed.ac.uk).   
Pays 
Nombre de cas de vMCJ 
(Nombre de cas ayant séjourné au RU pendant 
plus de 6 mois entre 1980 – 1996) 
Royaume-Uni 178* 
France 27 (1) 
Espagne 5 
Irlande 4 (2) 
États-Unis d’Amérique 4 (2) 
Pays-Bas 3 
Italie 3 
Portugal 2 
Canada 2 (1) 
Japon 1 
Taïwan 1 (1) 
Arabie Saoudite 1 
TOTAL 231 
*3 cas de contamination post-transfusionnels 
Avec un total de 27 cas de vMCJ, la France est le deuxième pays le plus touché après le RU 
(Tableau 7). À ce jour, ces patients sont tous décédés, et étaient homozygotes méthionine au 
codon 129.  
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Trois hypothèses ont été envisagées pour expliquer la contamination de la population française, à 
savoir : (i) directement sur le sol britannique, (ii) suite à l’importation de viande contaminée en 
provenance du RU (iii) via des bovins nés en France ayant développé une ESB (Cohen et Valleron, 
1999). Il apparait que l’importation de viandes contaminées du RU soit à l’origine des cas français, en 
excluant l’individu ayant séjourné plus de six mois sur le territoire anglais pendant la période 
incriminée (Tableau 7). Cette hypothèse est cohérente avec les travaux de modélisation de 
l’épidémie d’ESB en France qui font état d’une diminution des nombres de cas à venir (Donnelly et 
al., 2000 ; Donnelly et al., 2002 ; Alperovitch et Will, 2002). En effet, il a été estimé qu’un faible 
nombre d’animaux infectés français soit entré dans la chaîne alimentaire humaine (Chadeau-Hyam et 
Alpérovitch, 2005). En 2009, il a d’ailleurs été confirmé que la même souche d’ESB était à l’origine 
des cas recensés au RU et en France : typage moléculaire, lésions histologiques et symptomatologie 
identiques (Brandel et al., 2009).  
 
Figure 16 : Nombre de cas de variante de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (vMCJ) en France et au Royaume-Uni de 1995 à 
2017 (d’après www.cjd.ed.ac.uk).  
En France, le pic du nombre de cas de vMCJ est atteint entre 2005 et 2006, tandis qu’il est observé en 
2000 au RU (Figure 16). Ce décalage de cinq ans peut être attribué à l’augmentation des importations 
(entre 1985 et 1995) de viande en provenance du RU vers la France avant l’embargo instauré en 
1995. D’après les incidences cumulées de vMCJ, le niveau d’exposition alimentaire entre le RU et la 
France est de 175/26 cas soit un ratio de 6,7 (exclusion des trois cas post-transfusionnels 
britanniques et du cas français ayant séjourné au RU). De plus, l’analyse approfondie des données 
comparatives sur la consommation de viande entre le RU et la France et sur les importations en 
provenance du RU conduisent à un rapport d’exposition au risque alimentaire de l’ordre de 1/10, 
c'est-à-dire que la population française aurait été dix fois moins exposée que la population 
britannique (Clarke et Ghani, 2005).   
Depuis 2003, le nombre de cas mondial de vMCJ est en constante diminution, et les cas recensés 
étaient tous nés avant la mise en place des mesures de protection (dès 1989) vis-à-vis du risque de 
l’agent de l’ESB.  
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1.2 Présentation des cas non homozygotes méthionine sur le codon 129 et 
notion de porteurs asymptomatiques  
En 2016, le centre de référence britannique des MCJ (National CJD research and Surveillance) 
recense le premier patient confirmé de vMCJ avec un génotype MV sur le codon 129.  
La description du cas a été publiée par Tzehow et ses collaborateurs en 2017 sous forme de Lettre 
(Mok et al., 2017). Le patient, décédé en 2016, était un homme britannique de 36 ans (naissance en 
1980 au RU) sans facteur de risque associé de MCJ (sans antécédent chirurgical ni transfusionnel, 
aucune mutation sur le gène Prnp). Il présentait des troubles de la mémoire épisodique, une ataxie et 
des myoclonies. Aucun hypersignal du pulvinar ni d’anomalie pour la protéine 14-3-3 n’ont été 
observés. L’analyse immunohistologique post-mortem a révélé un faible marquage de PrP anormale 
dans la rate, mais qui n’est pas observé dans l’appendice ni dans les ganglions mésentériques. Cette 
atteinte limitée laisse suggérer une forme sporadique de MCJ. Toutefois, des plaques florides, 
caractéristiques de la vMCJ, ont été retrouvées lors de l’examen neuropathologique. 
Biochimiquement, le typage moléculaire montre un type 4 selon la classification de Collinge, 
spécifique de l’agent de la vMCJ (Collinge et al., 1996).  
Ainsi, ce patient serait le premier cas avéré de vMCJ hétérozygote MV sur le codon 129 (Tableau 8), 
bien que certains marqueurs de diagnostic soulignent une forme sporadique. Précisons, que cet 
individu n’a jamais été donneur de sang ni d’organe, ce qui exclue toute contamination secondaire.  
Tableau 8 : Répartition des génotypes au codon 129 en fonction des formes de MCJ (d’après Brown et al., 2012).  
Polymorphisme au codon 129 du gène Prnp (%) MM MV VV 
Population générale caucasienne  40 10 50 
sMCJ 67 17 16 
iMCJ (hormone de croissance) 45 22 33 
Variante de la MCJ 99.6 0.4 0 
Des études antérieures soulignaient la présence de porteurs asymptomatiques hétérozygotes MV 
(Peden et al., 2004 ; Kaski et al., 2009 ; Peden et al., 2010) et homozygotes VV (Ironside et al., 2006) 
sur le codon 129. En 2004, Peden et ses collaborateurs décrivent le décès d’une patiente 
asymptomatique hétérozygote sur le codon 129 (MV) (Peden et al., 2004). Cette patiente transfusée 
cinq ans auparavant (cas numéro 1, Tableau 12) faisait l’objet d’un suivi particulier car elle faisait 
partie de la cohorte des receveurs de produits sanguins labiles (PSL) issus d’un donneur ayant 
développé une vMCJ. L’analyse immunohistologique post-mortem met en évidence une PrP 
anormale dans la rate et les ganglions lymphatiques, non retrouvée dans le cerveau (Peden et al., 
2004 ; Wadsworth et al., 2011). L’une des hypothèses est que la neuroinvasion n’a pas eu le temps 
d’être efficace face à la longue période d’incubation décrite dans les maladies à prions. Récemment, 
il a été mis en évidence que contrairement à son cerveau, la rate de cet individu est infectieuse, et 
capable d’induire une EST dans un modèle murin conventionnel (Bishop et al., 2013). 
En 2010, un autre porteur asymptomatique de génotype MV, hémophile, a été décrit avec une 
accumulation de PrP anormale dans la rate (Peden et al., 2010).  
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En 2009, l’équipe de Collinge retranscrit un cas probable de la vMCJ sur un autre individu MV (Kaski 
et al., 2009). Cet homme de 30 ans présentait des signes cliniques caractéristiques d’une MCJ tels 
qu’un déclin intellectuel, des hallucinations visuelles ainsi qu’une sévère ataxie des membres 
inférieurs. En parallèle des marqueurs biologiques caractéristiques d’une vMCJ ont été retrouvés : 
une augmentation du taux de la protéine 14-3-3 dans le LCR, un hypersignal au niveau du pulvinar en 
IRM et un EEG non spécifique d’une MCJ sporadique. En l’absence d’autopsie effectuée ce cas reste 
probable (Kaski et al., 2009).  
Deux autres porteurs asymptomatiques, cette fois-ci VV, ont été décrits suite à l’analyse de pièces 
d’appendice post-opératoires (Hilton et al., 2004 ; Ironside et al., 2006). Dans les autres formes de 
MCJ, des patients avérés non MM pour le codon 129 ont déjà été identifiés (Tableau 8).  
Ainsi, la présence d’infectiosité dans les organes périphériques de porteurs asymptomatiques 
soulève le problème du risque de contamination iatrogène notamment suite à des actes 
transfusionnels. La notion de porteurs sains n’est pas nouvelle, et avait été introduite dès 1975 par 
Dickinson (Dickinson, 1975). Ses travaux soulignaient la présence d’animaux avec une réplication 
périphérique de PrP anormale sans pour autant qu’une neuroinvasion efficace soit détectée. Chez 
l’Homme, la détection de PrP anormale est également retrouvée dans le cerveau d’individus 
cliniquement sains (Yuan et al., 2006). Certains auteurs qualifient cette infection silencieuse de 
maladie à prions dormante (Nyström et Hammarström, 2014).   
La question demeure toujours de savoir si les génotypes non homozygotes méthionine au codon 129 
offrent un réel avantage en termes de survie ou si inversement un allongement de la durée 
d’incubation sera observé. Ce second scénario pourrait conduire à une nouvelle vague de 
contamination avec des périodes d’incubation plus longues. 
2- Mesures générales de prévention contre l’agent de l’ESB 
Depuis 1989 c'est-à-dire avant la détection des premiers cas de vMCJ, une série de mesures a été 
prise par la Commission Européenne pour gérer les risques liés à l’ESB. Une traçabilité a été mise en 
place permettant de suivre l’animal de sa naissance à l’achat par le consommateur. Dès juillet 1990, 
une interdiction de nourrir les animaux en vue de production pour l’alimentation humaine avec des 
farines d’origine animale a été ordonnée en France. Cette mesure visait à empêcher les 
contaminations croisées inter-espèces.  
Par la suite, face à l’apparition des cas de contaminations chez l’Homme, différentes agences 
sanitaires ont été créées notamment : (i) l’Agence du médicament en 1993 (suite aux cas de 
contaminations iatrogènes par hormones hypophysaires), (ii) l’Agence française de sécurité 
alimentaire en 1998 (suite aux cas de vMCJ) et (iii) la Cellule de référence des MCJ en 1991.  
Depuis 2001, un système européen de surveillance a été instauré grâce aux tests de dépistage 
rapide. Actuellement, seul l’agent de l’ESB (forme classique) est intégré dans la réglementation car il 
est le seul à avoir été démontré comme transmissible à l’Homme. Toutefois, une surveillance globale 
est réalisée pour la tremblante et les formes atypiques de l’ESB.   
Initialement, la surveillance active (mise en place en France en 2001) consistait à tester 
systématiquement les animaux à risque : (i) âgés de plus de 24 mois (ii) retrouvés morts ou abattus 
d’urgence. Suite à la diminution du nombre de cas, la Commission Européenne a assoupli ces 
mesures. Ainsi, depuis 2013, les états membres de l’UE sont autorisés à tester uniquement les 
animaux à risque (abattus d’urgence et/ ou retrouvés morts).   
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La surveillance passive consiste à tester les animaux suspectés d’être atteints d’ESB. En cas 
d’apparition d’un cas dans le cheptel, des abattages sélectifs sont réalisés (bovins atteints d’ESB, 
leurs descendants et les animaux de la même cohorte d’âge). 
Des mesures de précautions ont également été prises concernant l’alimentation humaine. Elles 
visent à retirer de la chaîne alimentaire les organes les plus infectieux qualifiés de matériels à 
risques spécifiés (MRS) tels que : (i) le cerveau, les yeux et la moelle épinière des animaux de plus de 
12 mois (ii) les amygdales pour chaque animal ainsi que (iii) l’appareil intestinal et mésentérique des 
animaux nés dans les pays contrôlés. Ces organes doivent être éliminés du reste de la carcasse selon 
des règles particulières afin de limiter le risque de contamination de la chaîne de production 
industrielle. 
3- Étude analytique de la transmission de l’agent de l’ESB à l’Homme 
Un des éléments importants dans l’analyse du risque des maladies à prions humaines est d’estimer le 
nombre de cas de vMCJ à venir suite à l’ingestion de viande contaminée. Pour ce faire, il faut évaluer 
le nombre de bovins infectés et ceux potentiellement entrés dans l’alimentation humaine. Afin de 
réduire le risque de transmission, il est important de prendre en compte la prévalence de porteurs 
asymptomatiques, potentiels réservoirs pour les contaminations secondaires inter-humaines.  
3.1 Les modèles de prédiction mathématique  
Au RU, l’estimation du nombre de bovins infectés par l’ESB est difficile à établir car les premiers cas 
seraient apparus dès le début des années 80 (Collee et Bradley, 1997), tandis que les premières 
déclarations n’apparaissent qu’à partir de 1985 voire 1986. Différentes études estiment que le 
nombre de cas infectés entrés dans l’alimentation humaine est plus important que le nombre de cas 
recensés. Selon Anderson et son équipe, ce nombre serait de 400 000 bovins infectés, tandis que 
l’équipe de Ghani l’estime entre un à trois millions (Anderson et al., 1996 ; Ghani et al., 2003a). En 
2014, une nouvelle estimation souligne que 10 millions de consommateurs auraient été exposés à 
des viandes contaminées (Chen et Wang, 2014).  
Concernant l’estimation du nombre de cas de vMCJ à venir, beaucoup de modèles mathématiques 
ont été proposés (Ghani et al., 2000 ; Valleron et al., 2001 ; Ghani et al., 2003 ; Garske et Ghani, 
2010). Initialement, les premiers calculs étaient alarmants, et estimaient que le nombre total de 
vMCJ au RU serait compris entre 80 000 et 130 000 (Cousens et al., 1997). Avant les années 2000, ces 
estimations étaient difficiles face à l’incertitude concernant la période d’incubation. Les études 
prédisaient ensuite qu’une centaine d’individus serait atteints de vMCJ au RU (Ghani et al., 2003b). 
Précisons, que ces modélisations ne prennent en compte ni le génotype sur le codon 129 ni la 
prévalence de porteurs asymptomatiques dans la population. 
3.2 Les études de prévalence  
Une étude de prévalence permet d’observer, à un moment donné, la fréquence de survenue d’une 
maladie dans une population précise. Elle correspond au rapport du nombre de malades dans une 
population d’intérêt sur l’effectif total étudié à un temps donné. Concernant les maladies à prions, 
les études de prévalence servent d’indicateur statistique pour estimer le nombre de personnes 
potentiellement en phase d’incubation silencieuse de vMCJ.   
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Elles ont été réalisées sur des pièces post-opératoires de tissus lymphoïdes préalablement 
anonymisées, amygdales et appendices, qui sont le siège de la réplication de l’agent en périphérie 
durant la phase préclinique de la maladie (Schreuder et al., 1996 ; Hilton et al., 1998). Ainsi, Hilton et 
ses collaborateurs mettent en évidence la présence de positivité dans l’appendice d’un patient 
huit mois avant le développement des signes cliniques d’une vMCJ, diagnostic confirmé post-mortem 
(Hilton et al., 1998). La majorité des études ont utilisé l’immunohistochimie comme technique de 
détection de la PrP anormale. Les observations microscopiques ont ensuite été menées en aveugle 
par des experts anatomopathologistes.  
Les échantillons analysés dans les études de prévalence proviennent tous d’individus britanniques 
correspondant à la population la plus fortement exposée à l’agent de l’ESB. Les auteurs ont souligné 
l’importance de regrouper les individus analysés en fonction de leur date de naissance et des 
périodes les plus à risque en termes d’exposition à l’agent de l’ESB (1961-1985) : 39 patients vMCJ 
étaient nés entre 1961-1969 et 99 entre 1970-1985 (sur 168 cas britanniques). À ce jour, cinq études 
de prévalences ont été réalisées (Tableau 9) :  
- La première d’entre elles a permis d’identifier en IHC trois pièces d’appendices positives sur 
12 674 analysées (Hilton et al., 2004). Sur l’ensemble des amygdales analysées (1739) aucune 
ne présentait d’accumulation de PrP anormale. Parmi les trois échantillons positifs, le 
premier cas avait déjà été décrit en 2002 (Hilton et al., 2002). Pour deux des prélèvements, 
l’analyse génétique a permis de mettre en évidence que les individus étaient VV au codon 
129 (Ironside et al., 2006).  
 
- La deuxième étude n’a pas permis de détecter de cas positif (2000 échantillons d’amygdales 
analysés) (Frosh et al., 2004). Contrairement aux autres études, les auteurs ont utilisé 
comme technique de détection, en plus de l’IHC, le WB.  
 
- La troisième a été menée sur 63 007 échantillons d’amygdales (Clewley et al., 2009). Cette 
large étude n’a pas permis de mettre en évidence de cas positif. L’analyse a été faite par 
dépistage rapide par ELISA selon deux protocoles (Microsens et Biorad). 
 
- La quatrième étude a consisté à analyser une nouvelle fois les pièces post-opératoires 
présentées par Clewley et son équipe (étude numéro 3) mais cette fois-ci par IHC (De Marco 
et al., 2010). Un cas positif a été mis en évidence sur les 9160 échantillons testés. À ce jour, 
c’est la seule étude de prévalence ayant trouvé un prélèvement d’amygdale positif.  
 
- La dernière étude a mis en évidence 16 échantillons d’appendices positifs sur les 
32 441 analysés (Gill et al., 2013). Récemment, cette même équipe semble confirmer ces 
résultats (Présentation orale lors du congrès Prion 2017 à Édimbourg).  
Selon cette dernière étude, le nombre de porteurs sains dans la population britannique serait donc 
plus élevé que les données antérieures, avec une prévalence d’environ 1 sur 2000 habitants dans la 
cohorte d’âge la plus exposée au risque primaire (Gill et al., 2013). Cette prévalence élevée pose un 
réel risque en termes de santé publique dans la mesure où ces individus sont potentiellement des 
donneurs de sang, et pourraient conduire à l’apparition de nouveaux cas de contaminations 
secondaires.   
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Toutefois, les études de prévalence présentent plusieurs limites. La première concerne le devenir des 
porteurs asymptomatiques : il apparait impossible de déterminer si ces individus développeront ou 
non une vMCJ. De plus, ces études analysent les tissus lymphoïdes (amygdales et appendices) autres 
que la rate qui est l’organe connu pour avoir une plus forte réplication périphérique. Enfin, 
différentes études mettent en évidence la présence de patients vMCJ qui ne présentent pas de 
réplication périphérique détectable (Joiner et al., 2005 ; Brandel et al., 2009 ; Mok et al., 2017). Ces 
deux derniers éléments permettent d’émettre l’hypothèse que la prévalence de porteurs 
asymptomatiques pourrait être plus importante dans la population britannique. À ce jour, aucune 
étude n’a été réalisée en France. 
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Tableau 9 : Présentation des cinq études de prévalence réalisées sur des pièces post-opératoires provenant de patients britanniques.  
Numéro d’apparition des études 1 2 3 4 5 
Années de publication de l’étude 2004 2004 2009 2010 2013 
Méthodes d’analyse IHC WB + IHC ELISA  IHC  IHC 
Nombre de pièces d’amygdales positives/ 
Nombre de pièces totales analysées 
0/1427 0/2000 0/ 32 661 1/9 1601 - 
Nombre de pièces d’appendices positives/ 
Nombre de pièces totales analysées 
3/12 674 - - - 16/32 441 
Analyse génétique du codon 129 VV (2/3) - - - 
8/16 (MM) 
4/16 (VV) 
4/16 (MV) 
Prévalence (intervalle de confiance de 95%)  
pour une cohorte d’âge de sujets  
nés entre 1961 et 1985 
292 par million 
d’habitants 
- 
0 (<30) par 
million 
d’habitants 
109 par million 
d’habitants 
412 par million 
d’habitants 
Autre prévalence - 
0 (<500) par 
million 
d’habitants 
(1995 et 1999) 
0 (<30) par 
million 
d’habitants 
(1961 et 1995) 
- 
733 par million 
d’habitants 
(1941 et 1960) 
Références Hilton et al., 2004 Frosh et al., 2004 
Clewley et al., 
2009 
de Marco et al., 
2010 
Gill et al., 2013 
1Cas positif en immunohistochimie mais négatif en ELISA 
ELISA : enzyme linked immunosorbent assay / IHC : immunohistochimie/ M : methionine/ V : valine/ WB : western blot  
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4- Théories expliquant la discordance entre la forte exposition et le 
nombre de patients vMCJ observé 
Plusieurs raisons ont été avancées pour expliquer la discordance entre le nombre important de 
bovins infectés (et potentiellement exposés) et la relative « faible » incidence de patients vMCJ 
(Mayor, 2005 ; Clarke et Ghani, 2005). 
L’hypothèse privilégiée actuellement est l’existence d’une forte barrière d’espèce entre les bovins et 
l’Homme qui expliquerait le faible taux de transmission. La majorité des souris conventionnelles sont 
résistantes à l’agent de l’ESB par voies IC et orale. Concernant les souris humanisées, de faibles taux 
de transmission sont également observés et une adaptation de la souche à son hôte au moyen de 
passages secondaires reste souvent nécessaire (Asante et al., 2002 ; Béringue, Herzog, et al., 2008). 
Une autre explication serait que la susceptibilité de développer une vMCJ soit liée à l’âge de 
l’individu au moment de l’exposition. Contrairement aux autres formes de MCJ, les patients atteints 
de vMCJ étaient jeunes (âge moyen des décès 28 ans). Bien que cette distribution ne soit pas 
comprise, la susceptibilité de développer une vMCJ pourrait être accrue en raison de facteurs 
biologiques, non identifiés à ce jour, présents chez les individus jeunes (Gore, 1997). Au vu de la 
longue période d’incubation décrite dans les maladies à prions, il est raisonnable de supposer que 
ces individus aient été exposés au cours de leur enfance voire adolescence. La seconde hypothèse est 
que les habitudes alimentaires différaient en fonction de l’âge du consommateur. Toutefois, il a été 
montré en 2004 une absence de corrélation entre une consommation excessive de viande et 
l’apparition de la maladie (Boëlle, Cesbron, et Valleron, 2004).  
L’écart entre le nombre de bovins contaminés entrés dans la chaîne alimentaire humaine et le 
nombre de cas humains déclarés pourrait être expliqué par une différence d’exposition de la 
population. Une des hypothèses est que les patients vMCJ aient été exposées à de fortes doses, 
tandis que le reste de la population aurait consommé des aliments moins infectieux. Deux théories 
sont alors envisageables : (i) soit les doses ingérées étaient trop faibles pour être efficaces soit (ii) ces 
individus sont actuellement en cours d’incubation. Différentes études réalisées in vivo ont révélé que 
la période d’incubation est dépendante de la dose (Diringer et al., 1998 ; Wells et al., 2007 ; Konold 
et al., 2012). Comme les études de prévalence le souligne, ces individus auraient une lymphoinvasion 
efficace mais sans pour autant avoir développé de MCJ (Gill et al., 2013). Concernant le devenir de 
ces porteurs asymptomatiques, là encore deux issues sont envisageables : (i) les individus décéderont 
avant l’apparition des signes cliniques compte tenu de la longue période d’incubation (ii) la 
neuroinvasion sera efficace, et les individus développeront une vMCJ. Dans ces deux cas, ces 
individus représentent donc un risque pour la population générale notamment dans le cadre des 
transfusions sanguines. 
Pratiquement tous les patients vMCJ étaient homozygotes méthionine, suggérant une susceptibilité 
particulière en fonction du codon 129 (représentant moins de 40% de la population générale). À ce 
jour, seul un patient avéré de vMCJ est MV (Mok et al., 2017) et plusieurs cas asymptomatiques 
(Peden et al., 2004 ; Ironside et al., 2006 ; Kaski et al., 2009 ; Peden et al., 2010). Dans des modèles 
murins humanisés pour la PrPC, la neuroinvasion est efficace pour les autres codons mais avec un 
allongement de la durée d’incubation (Asante et al., 2002).  
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Chez l’Homme ce phénomène est également observé avec une durée d’incubation de la maladie plus 
courte chez les patients homozygotes traités par hormones de croissance que chez les hétérozygotes 
au codon 129 (Huillard d’Aignaux et al., 1999). Il est tout à fait pertinent de supposer qu’il en est de 
même dans le cadre de la vMCJ (Collinge et al., 2006). Des études récentes mettent en évidence la 
présence de nouveaux polymorphismes compliquant ce schéma de susceptibilité (Mead et al., 2009). 
De même que précédemment, on peut supposer l’apparition d’une nouvelle vague de cas non 
homozygote pour la méthionine. 
Une autre hypothèse est qu’il y ait eu une modification de la souche suite au changement d’espèce 
(transmission inter-espèce : bovin-Homme) : certains patients infectés par l’agent de l’ESB pourraient 
présenter les caractéristiques d’une MCJ de forme sporadique et non celles associées à une vMCJ. En 
effet, l’exposition expérimentale inter-espèce conduit à des modifications du profil 
électrophorétique de la PrPres (Asante et al., 2002 ; Espinosa et al., 2009). Asante et ses 
collaborateurs ont observé des profils biochimiques indistinguables entre les formes sporadiques et 
de vMCJ chez des souris infectées par l’agent de l’ESB (Asante et al., 2002). Ces données suggèrent 
que parmi les patients atteints de forme sporadique un certain nombre aient en fait été contaminés 
par l’agent de l’ESB. Cela impliquerait que le nombre de cas de vMCJ soit sous-estimé. Ce 
phénomène est également observé avec la souche expérimentale 87A sujette à des modifications de 
stabilité en fonction de la dose (Bruce et Dickinson, 1979 ; Bruce et Dickinson, 1987). 
Au total, 228 patients atteints de vMCJ sont directement liés à l’ingestion de produits bovins 
contaminés. Les dernières données épidémiologiques font état d’un déclin de l’incidence de l’ESB 
et de la vMCJ chez l’Homme. La barrière d’espèce bovin-Homme semble donc difficile à franchir. 
Les mesures prophylactiques, en vigueur, de prévention contre l’agent de l’ESB participent ainsi à 
limiter la réémergence de la forme classique de l’ESB.   
Cependant, cela n’exclue pas la persistance des cas de bovins sporadiques. De plus, la forte 
prévalence de porteurs asymptomatiques contenue dans la population générale associée à 
l’absence de technique ante mortem de détection de l’agent infectieux contribuent au risque en 
termes de santé publique, et justifient le maintien des mesures de précaution, d'autant plus que 
trois cas de vMCJ post-transfusionnelles ont été rapportés au RU.  
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Chapitre II : Analyse du risque de transmission 
secondaire de la vMCJ  
Même si le risque de transmission de l’ESB à l’Homme par voie orale semble maîtrisé, il persiste 
actuellement un risque de santé publique lié à la transmission iatrogène de la vMCJ par transfusion 
sanguine. Le risque réside dans la présence de l’agent infectieux dans le sang au moment du don. Il 
est d’autant plus difficile à évaluer en l’absence de test de dépistage. Contrairement au risque 
primaire, la transmission inter-humaine, via le sang ou ses dérivés, pourrait s’avérer beaucoup plus 
aisée dans la mesure où l’agent infectieux est d’ores et déjà adapté à son hôte. La transmission 
tertiaire est exclue car il est impossible de donner son sang lorsque l’on a été receveur. D’après 
l’OMS, 112,5 millions d’unités de sang14 sont collectées dans le monde par an, et 79% des patients 
transfusés ont plus de 60 ans (www.who.int). Cette même source recommande de restreindre au 
maximum les actes de transfusion afin de garantir la sécurisation des patients. 
À ce jour, les seuls cas post-transfusionnels sont issus de la transmission de l’agent de la vMCJ. 
Concernant la forme sporadique, ce risque de contamination secondaire est considéré comme 
théorique (Rapport de novembre 2007 de l’Afssaps). En effet, aucune donnée n’a permis d’établir 
clairement un lien entre l’apparition d’une forme sporadique de MCJ et un antécédent 
transfusionnel. De plus dans les formes sporadiques, la distribution tissulaire de l’infectiosité est 
moins élevée par rapport à la vMCJ. Toutefois, face à la plus forte incidence de ces formes, il convient 
d’appliquer le principe de précaution. D’ailleurs, l’ensemble des lots contenant des plasmas issus de 
personnes ayant développé a posteriori une MCJ sporadique ou génétique est rappelé.  
1- Prionémie : infectiosité dans le sang  
1.1 Présentation des transmissions expérimentales princeps  
Différentes expériences ont mis en évidence la présence d’infectiosité dans le sang et ses dérivés. 
Chez les rongeurs, l’injection intracérébrale de produits sanguins issus d’animaux préalablement 
infectées avec une souche de tremblante est capable d’induire une EST chez la souris et le hamster 
(Diringer, 1984 ; Casaccia et al., 1989). L’infectiosité a également été retrouvée en utilisant des 
souches de prions humaines ( Brown et al., 1999 ; Cervenakova et al., 2003). En 2003, Cervenakova 
et ses collaborateurs ont initialement inoculé par voie intracérébrale des souris avec deux souches 
humaines adaptées (vMCJ et GSS) (Cervenakova et al., 2003). En phase préclinique et 
symptomatique, le sang de ces animaux a été prélevé puis inoculé (par voies intracérébrale et 
intraveineuse) à d’autres souris saines qui développeront une EST. Cette étude met en évidence la 
présence d’infectiosité dans le sang d’animaux en phase symptomatique ainsi que préclinique.  
Dans cette même étude, les auteurs soulignent que l’inoculation de plasma infectieux par voie 
intraveineuse est efficace pour transmettre une maladie à prion, et serait même plus efficace que la 
voie intracérébrale (Cervenakova et al., 2003). Les inoculations intraveineuses sont généralement 
réalisées chez le mouton ou les PNH car ils offrent l’avantage de pouvoir utiliser des volumes 
équivalents à ceux employés chez l’Homme.   
                                                          
14 Une unité, ou poche, de sang chez l’adulte correspond à environ 450 ml (soit moins de 10% du volume total). 
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Dès 2000, les travaux de Houston et son équipe soulignent que l’infectiosité est présente dans le 
sang de moutons exposés à des souches de tremblante ou d’ESB (Houston et al., 2000 ; Hunter et al., 
2002). Ils ont mis en évidence la possibilité de transmettre une maladie à prion chez un mouton sain 
par transfusion de sang total, provenant de moutons en phase asymptomatique. Ces données ont 
été cruciales dans la prise en compte du risque de transmission iatrogène via le sang. Les derniers 
résultats de cette étude indiquent que les taux de transmission après transfusion chez le mouton 
sont de 43% avec la tremblante naturelle et de 36% avec l’ESB (Houston et al., 2008). 
Le modèle du macaque cynomolgus est également permissif à l’ESB et la vMCJ par voie intraveineuse 
(Herzog et al., 2004 ; Lacroux et al., 2014 ; McDowell et al., 2015 ; Lescoutra-Etchegaray et al., 2015). 
Dans ce modèle des durées d’incubation similaires ont été observées suite à des expositions de l’ESB 
par voies intracérébrale et intraveineuse, suggérant une forte efficacité de transmission de 
l’infectiosité par voie intraveineuse (Herzog et al., 2004). 
1.2 Détermination de la charge infectieuse  
Chez la souris, la dose infectieuse (DI) est comprise entre 10 et 20 par ml de sang, voire 5 DI/ ml lors 
de la phase préclinique, et peut augmenter jusqu’à 110 DI/ml au stade terminal de la maladie 
(Brown, 2005). Dans la même espèce, les titres infectieux seraient compris entre 20 à 30 unités 
infectieuses intracérébrales par millilitre de sang15 total durant la phase préclinique de la maladie 
(Cervenakova et al., 2003). Ainsi, l’infectiosité présente dans le sang (prionémie) est moins 
importante que celle contenue dans le cerveau, mais pour autant suffisante pour transmettre la 
maladie. De plus, il est important de résonner en termes de volume : chez l’Homme, une transfusion 
de 200 ml correspond donc à 1000 DI/ ml potentielle (pour la valeur la plus faible de 5 DI/ ml) 
(Brown, 2005). 
Différentes équipes ont développé des outils de détection de la PrP anormale dans le sang issu de 
macaques et de moutons en phase clinique de vMCJ (Lacroux et al., 2014) ainsi que chez l’Homme 
(Edgeworth et al., 2011 ; Bougard et al., 2016). L’équipe de Caughey a mis au point une technique de 
détection de la PrP anormale dans le sang de hamsters en phase préclinique (Orrú et al., 2011). Cette 
technique, appelée eQuIC (enhanced QuIC), intégre une étape d’immunoprécipitation permettant 
d’une part de concentrer la PrP en augmentant ainsi la sensibilité et d’autre part d’isoler 
spécifiquement la PrP et donc de s’affranchir des inhibiteurs sanguins non compatibles avec cette 
technique d’amplification. En parallèle, d’autres études ont mis en évidence la présence d’infectiosité 
dans le sang de souris infectées avec une souche de vMCJ adaptée en phases préclinique et 
symptomatique (Saá et al., 2014). Très récemment, les travaux de Bougard et son équipe ont mis en 
évidence une détection grâce à la PMCA de la présence de PrP anormale dans le sang de patient 
vMCJ (Bougard et al., 2016). Ce test a également permis l’identification de deux patients en phase 
préclinique 1,3 et 2,6 ans avant l’apparition des premiers signes cliniques.  
Pour l’heure, ces techniques ne sont pas appliquées en routine. Mais ces nouvelles données 
suggèrent que la PMCA pourrait devenir une technique de détection des individus asymptomatiques 
lors des dons de sang afin de limiter le risque de transmission de la vMCJ par transfusion sanguine.   
                                                          
15 Une unité infectieuse est définie comme la quantité minimale d’infectiosité susceptible de transmettre la 
maladie à un animal pour une voie donnée. 
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1.3 Détermination de la distribution cellulaire de l’infectiosité 
Comme décrit précédemment, la PrPC est exprimée dans les cellules sanguines ce qui permet à 
l’infectiosité de pouvoir circuler dans le sang (Politopoulou et al., 2000 ; Robertson et al., 2006 ;  
Panigaj et al., 2011). De plus, la PrPC et, par extension, la PrP anormale ont la capacité de passer la 
BHE (Banks et al., 2004 ; Banks et al., 2009). 
Au niveau cellulaire, il a été montré que la prionémie est contenue dans tous les compartiments 
sanguins (GR, GB, plaquettes et plasma). Ces données soulignent la pertinence des mesures de 
sécurisation des actes transfusionnels prises visant à déleucocyter systématiquement les dons.  
Grâce à un fractionnement sub-cellulaire d’un pool de sang issu de différents hamsters en phase 
clinique préalablement exposés à la souche 263K, Holada et son équipe ont pu déterminer que 
l’infectiosité était majoritairement retrouvée dans les leucocytes, puis dans le plasma et enfin en 
moins grande quantité dans les plaquettes (Holada et al., 2002). Par la suite, il a été proposé que 
l’infectiosité soit répartie de la façon suivante : 33% dans la fraction leucocytaire (globules blancs et 
plaquettes, buffy coat en anglais) et 50% dans le plasma (Gregori et al., 2004 ; Gregori et al., 2006). 
En 2010, les travaux de Mathiason et son équipe ont révélé la présence d’infectiosité dans le sang 
provenant de cervidés (cerf de Virginie) infectés expérimentalement par le CWD (Mathiason et al., 
2010). Cette étude a également mis en avant que la plus grande partie de l’infectiosité est retrouvée 
dans la fraction plaquettaire. 
Ainsi, la répartition de l’infectiosité dans les différents composants du sang diffère selon les modèles 
d’étude, la souche expérimentale utilisée et les techniques de fractionnement employées. L’une des 
explications pourrait être liée à la difficulté de détecter l’infectiosité dans le sang au vu du masquage 
par certains composants sanguins (Abdel-Haq, 2015) et de l’interférence des immunoglobulines avec 
l’agent infectieux (Properzi et al., 2015).  
2- Épidémiologie descriptive des transmissions iatrogènes de vMCJ  
À ce jour, les patients vMCJ post-transfusionnels ont seulement été décrits au RU. Dans ce pays, une 
instance veille à la surveillance épidémiologique des cas de MCJ (National Creutzfeldt Jakob Disease 
Surveillance Unit, NCJDSU) et une seconde à la sécurisation des dons de sang (United Kingdom Blood 
services). Un projet collaboratif entre ces deux services a été créé (Transfusion Medicine 
Epidemiology Review, TMER) afin d’évaluer les patients MCJ pouvant avoir été transmis suite à des 
actes transfusionnels.  
2.1 Trois cas britanniques de transmission transfusionnelle de la vMCJ  
Au total, trois cas vMCJ secondaires à une transfusion sanguine ont été recensés (Tableau 10). Ils ont 
tous été transfusés avant l’application des mesures de sécurisation du sang, c'est-à-dire avec des 
concentrés de globules rouges non déleucocytés. Pour les trois patients, les signes cliniques étaient 
évocateurs d’une MCJ et correspondaient à ceux décrits pour les patients vMCJ associés au risque 
primaire. La période d’incubation est d’environ 7 ans (délai entre la date de la transfusion et le 
développement des premiers signes cliniques).  
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Tableau 10 : Présentation des trois cas transfusionnels  
 
Numéro des cas 1 2 3 
In
fo
rm
at
io
n
s 
su
r 
le
s 
d
o
n
n
e
u
rs
 Sexe/ âge Homme/ 62 ans Homme/ 31 ans 
Période entre le don et l’apparition 
des signes cliniques de vMCJ 
42 mois 20 mois  17 mois 
In
fo
rm
at
io
n
s 
su
r 
le
s 
re
ce
ve
u
rs
 
Date de l’acte transfusionnel 
(concentré de globules rouges non 
déleucocyté) 
1996 1997 1997 
Période entre l’acte transfusionnel 
et premiers signes cliniques 
6.5 ans 8 ans 8.4 ans 
Date du décès  
(âge au moment du décès) 
2003  
(70 ans) 
2005  
(32 ans) 
2007 
Période entre l’acte transfusionnel 
et le décès 
7.5 ans 8.8 ans  9.5 ans 
Génotype au codon 129 M/M M/M M/M 
 
Références Llewelyn et al., 2004 Wroe et al., 2006 
Health Protection Agency. 
2007. (www.hpa.org.uk) 
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Les principales informations, détaillées dans le tableau 10, sur ces trois patients sont les suivantes :  
- Le cas numéro 1 a été notifié en décembre 2003 (Llewelyn et al., 2004). Des phases de 
dépression et des troubles visuels ont été rapportés. Aucun signe de pulvinar ni d’anomalie 
pour la protéine 14-3-3 n’ont été mis en avant. L’analyse post-mortem a mis en évidence la 
présence de plaques florides et de PrP anormale de type 2B, caractéristique de l’agent de la 
vMCJ.  
- Le cas numéro 2 a été rapporté en février 2006 (Wroe et al., 2006). Ce patient présentait des 
troubles de l’attention ainsi que des atteintes motrices (résultats IRM et LCR normaux). 
L’analyse post-mortem souligne la présence de PrP anormale de type 4, signe d’une vMCJ, 
dans le cerveau et les organes lymphoïdes.  
- Le cas numéro 3 a été rapporté en janvier 2007 soit huit ans après avoir été transfusé 
(www.hpa.org.uk). Ce patient a reçu un concentré de globules rouges non déleucocyté 
provenant du même donneur que le cas numéro 2.  
À ce jour, les trois patients sont décédés, et étaient tous homozygotes méthionine au codon 129. 
2.2 Deux cas de porteurs asymptomatiques post-transfusionnels 
Au RU, il a été mis en évidence que 18 patients vMCJ britanniques avaient donné leur sang avant de 
présenter les premiers signes cliniques de la maladie. L’enquête épidémiologique a permis de relier 
ces 18 dons avec 67 actes transfusionnels (Tableau 11) (Reesink et al., 2003 ; Urwin et al., 2016). 
L'âge médian des receveurs est de 68 ans (de 57 à 79 ans). En 2016, 14 d’entre eux étaient toujours 
vivants (Urwin et al., 2016). Une étude rétrospective menée sur 33 de ces receveurs décédés a 
souligné qu’aucun d’entre eux ne présentait de signes cliniques suggérant une vMCJ (Gillies et al., 
2009). Toutefois, aucun tissu lymphoïde ni cérébral n’était disponible, et n’a été analysé afin de 
détecter une éventuelle PrP anormale. Ainsi, la possibilité que ces patients aient été des porteurs 
asymptomatiques ne peut être exclue.  
Tableau 11 : Nombre de patients MCJ ayant donné leur sang au Royaume-Uni avant le déclenchement des premiers 
signes cliniques (www.cjd.ed.ac.uk).   
Donneur  Nombre de donneurs avérés  
(Après 1980) 
Nombre de receveurs identifiés 
vCJD 181 67 
sCJD 29 211 
iCJD 17 50 
1Au total, 24 patients vMCJ ont été identifiés comme donneurs de sang. Toutefois, seuls 18 produits 
sanguins ont été identifiés comme ayant été réellement délivrés aux hôpitaux. 
Parmi cette cohorte de receveurs de produits sanguins labiles, deux individus sont porteurs de PrP 
anormale dans les tissus périphériques avec un génotype non homozygotes méthionine MM au 
codon 129 (Peden et al., 2004 ; Peden et al., 2010). Aucun d’entre eux n’a été comptabilisé dans les 
cas de vMCJ dans la mesure où ils n’ont pas développé de signes cliniques évocateurs d’une maladie 
neurodégénérative. Les principales informations, détaillées dans le tableau 12, sur ces deux patients 
sont les suivantes :   
Chapitre III : Gestion du risque transfusionnel    
62 
 
- Le cas numéro 1 a été décrit par Peden et ses collaborateurs en 2004 (Peden et al., 2004). Ils 
rapportent le décès d’une patiente transfusée avec du sang infectieux cinq ans auparavant 
L’étude génétique révèle qu’elle était hétérozygote sur le codon 129 (MV). L’analyse post-
mortem souligne la présence de PrP anormale dans la rate mais pas dans le cerveau (Peden 
et al., 2004 ; Wadsworth et al., 2011). En 2013, Bishop et son équipe mettent en évidence 
que la rate de cet individu est infectieuse, et capable d’induire une EST chez la souris (Bishop 
et al., 2013), contrairement à l’injection de l’homogénat de cerveau qui n’a pas réussi à 
transmettre de maladie. Ainsi, au vu du génotype, il est possible d’émettre l’hypothèse que 
ce dernier a influencé la période d’incubation, et que cet individu était en phase 
d’incubation.  
- Le cas numéro 2 (patient hémophile) a été rapporté par les autorités britanniques en 2009. 
En 2010, Peden et ses collaborateurs mettent en évidence la présence de PrP anormale dans 
la rate de ce patient de génotype hétérozygote (MV) (Peden et al., 2010). Il a reçu deux doses 
de facteur VIII (une première en 1994 et une seconde en 1996) préparés à partir de plasma 
d’un donneur ayant développé une vMCJ plusieurs mois après le don. 
La description du cas numéro 2 est la première à mettre en évidence une accumulation de PrP 
anormale dans la rate d’un patient hémophile, et de façon plus large d’un patient traité avec des 
médicaments dérivés du sang (MDS, produits sanguins stables). Toutefois, pour ce patient différents 
facteurs de risques d’exposition à l’agent de la vMCJ ont été rapportés : (i) un risque primaire comme 
l’ensemble de la population britannique exposée entre 1980 et 1996 (ii) des transfusions répétées 
(iii) des actes médicaux invasifs tels qu’une endoscopie (bien que non considérée à risque). Il n’en 
demeure pas moins qu’un marquage caractéristique de vMCJ a été mis en évidence dans la rate de 
cet individu. À ce jour, aucune information sur l’infectiosité de cet échantillon n’a été fournie.  
Tableau 12 : Présentation des deux porteurs asymptomatiques secondaires à des actes transfusionnels 
Numéro des cas 1 2 
Date de l’acte transfusionnel 
incriminé  
1999 
1994 et 1996 
(Deux doses de facteurs VIII) 
Date du décès 20041  20092 
Détection post-mortem de 
PrP anormale 
Rate et ganglions 
lymphatiques 
Rate  
Présence d’infectiosité Rate infectieuse Aucune information 
Codon 129 M/V M/V 
Références Peden et al., 2004 Peden et al., 2010 
1 Le patient est décédé d’une crise cardiaque. 
2 Le patient est décédé sans signe neurologique associé à une vMCJ. 
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Ainsi, aucun cas avéré de vMCJ n’a été identifié suite à l’exposition de produits sanguins stables, et le 
risque de transmission associé à l’utilisation de MDS est considéré comme théorique. En France, 
six sources de facteurs VIII (quatre facteurs recombinants et deux plasmatiques) sont disponibles 
pour le traitement de l’hémophilie A16. (Rapport établi par l’Afssaps en 2009).  
2.3 D’autres cas non détectés ? 
En France, aucun cas post-transfusionnel de vMCJ n’a été recensé. Toutefois les données 
épidémiologiques font état de trois patients ayant donné leur sang parmi les 27 cas français. Au total, 
38 receveurs ont été identifiés entre 1991 et 2004. En 2009, 27 d’entre eux étaient décédés de cause 
non liée à une maladie neurodégénérative (à l’exception d’un cas où les causes du décès n’ont pas pu 
être identifiées). Parmi les 11 individus vivants, quatre ont été perdus de vue et sept ont et/ ou font 
encore l’objet d’un suivi par la cellule nationale de référence française.   
Informer les patients souligne un problème éthique face à l’absence : (i) de certitudes sur leur 
devenir clinique et (ii) de stratégie thérapeutique à leur proposer.  
Au Royaume-Uni, dix cas de vMCJ primaires avaient subi des actes transfusionnels bien avant qu’ils 
ne déclenchent la maladie (Davidson et al., 2014 ; www.cjd.ed.ac.uk). Il est donc envisageable 
d’émettre l’hypothèse que certains de ces patients soient liés à une contamination secondaire et non 
directement suite à l’ingestion de viande contaminée. Cette théorie est accentuée par l’absence de 
critères de distinction de la vMCJ primaire d’une transmission inter-humaine secondaire (absence de 
différences en termes de typage moléculaire, anatomopathologique et lésionnelle). Concernant les 
cas sporadiques de MCJ secondaires à des transfusions sanguines, les travaux de Puopdo et ses 
collaborateurs soulignent un risque de contamination non confirmé par d’autres travaux (Puopolo et 
al., 2011 ; Molesworth et al., 2011). Le dernier modèle mathématique de prédiction du nombre de 
cas secondaires à venir se veut rassurant grâce aux mesures de sécurisations des actes 
transfusionnels en vigueur (Yang et al., 2017).  
3- Mesures générales de prévention et gestion du risque transfusionnelle  
À l’instar du risque primaire, une série de mesure a été prise pour la sécurisation des actes 
transfusionnels en France, et dans les autres pays développés tels que le RU. Ces mesures ont été 
appliquées avant même la mise en évidence des premiers cas de vMCJ transfusionnels.  
3.1 Mise en place d’une traçabilité  
Suite à la contamination accidentelle de poches de sang par le virus de l’immunodéfience humaine 
(VIH), un renforcement des mesures a été instauré avec la mise en place de différents acteurs 
impliqués dans la sécurisation des actes transfusionnels et d’un système de traçabilité des dons. 
Le personnel habilité de l’Établissement Français du Sang (EFS) attribue un numéro à chaque don de 
sang. En parallèle, l’InVS assure une veille sanitaire en tenant à jour des registres répertoriant 
différentes informations sur le donneur tel que l’âge, le type et nombre de dons, les résultats des 
différents tests de dépistage ainsi que le nombre de lots et de receveurs.   
                                                          
16 Depuis 2008, plus de 80% des facteurs coagulants utilisés dans le traitement de l’hémophilie A sont issues de 
fractions recombinantes ne présentant pas de risque de vMCJ. 
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Ces données épidémiologiques facilitent l’enquête en cas d’incrimination d’un don afin d’établir 
rapidement un lien entre le donneur et les différents dons. La traçabilité est considérée comme 
complète car il est possible de remonter du receveur au lot jusqu’au donneur et inversement.   
Ainsi, entre 1992 et 1998, les lots issus de donneurs ayant développé ultérieurement une MCJ 
sporadique, familiale, vMCJ ou ayant été traités par hormones de croissance ont été rappelés et 
détruits (Lefrère, 2007).  
3.2 Critères d’inclusion et d’exclusion des donneurs 
La sécurisation transfusionnelle commence en amont du prélèvement sanguin par la sélection des 
donneurs. Ces derniers doivent être volontaires et non rémunérés. Au cours de l’entretien médical 
précédant la collecte de sang, les individus doivent répondre à un questionnaire d’inclusion et 
d’exclusion national. La figure 17 présente les questions spécifiques à la gestion du risque 
transfusionnel lié aux maladies à prions afin d’exclure systématiquement les individus présentant des 
facteurs de risques liés aux ESTs.  
 
 
Figure 17 : Questionnaire français Pré-don établi par l’EFS (www.dondesang.efs.sante.fr). 
En France sont donc exclus du don du sang les patients ayant été traités avec des injections 
d’hormone de croissance, ayant eu une exploration invasive du SNC, des antécédents familiaux de 
maladies à prions ou encore ayant séjourné au RU plus d’un an cumulé lors de la période à risque 
(Lefrère et Hewitt 2009). Depuis 1997, les donneurs antérieurement transfusés sont également 
exclus afin d’éliminer le risque de contamination tertiaire (Tableau 13).  
Tableau 13 : Principales mesures d’exclusion des donneurs de sang en France. 
Dates Mesures d’exclusion des donneurs 
1992 Traités aux hormones de croissance extractives 
1993 Ayant des antécédents familiaux de MCJ 
1995 Ayant subi une intervention neurochirurgicale 
1997 Ayant reçu une greffe de cornée, dure-mère 
1997 Antérieurement transfusés  
2001 Ayant séjourné plus d’un an cumulé au Royaume-Uni entre 1980 - 1996 
3.3 La leucoréduction  
Les mesures de sécurisation des actes transfusionnels ont conduit à éliminer spécifiquement les 
globules blancs du sang total à l’aide de filtres (Prowse et al., 1999). Initialement, ce processus a été 
instauré afin de réduire les risques transfusionnels viraux et prévenir l’allo-immunisation 
(notamment anti-HLA). Dans le cadre des ESTs, il a été montré que la leucoréduction réduisait de 
42% l’infectiosité présente dans le sang (Gregori et al., 2004).   
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Certains auteurs soulignent que ce processus n’est pas entièrement efficace puisque l’infectiosité est 
toujours contenue dans le plasma (Prowse et Bailey, 2000). 
La leucoréduction est généralisée dans l’ensemble des pays européens ainsi qu’au Canada. En 
France, la leucoréduction est étendue aux médicaments dérivés du sang (Foster et al., 2000 ; Lee et 
al., 2000). Les autorités canadiennes sont allées plus loin en excluant les dons de sang des personnes 
ayant séjourné six mois ou plus en France et au RU entre 1980 et 1996.  
Depuis 2002, le RU a mis en place des mesures drastiques en important du plasma frais congelé pour 
les receveurs nés à compter du 1er janvier 1996 et donc considérés comme exempts de risque de 
contamination vMCJ primaire (Vamvakas, 2011). 
3.4 Les autres mesures 
Expérimentalement différents filtres anti-prion ont été évaluées afin de pallier l’absence de 
technique permettant de détecter l’infectiosité dans le sang. L’objectif est de maintenir l’intégrité 
des composants sanguins tout en retenant les prions circulants dans le sang. Bien que non appliqués 
en routine, ils ont démontré leur efficacité in vivo (Saunders et al., 2005 ; Sowemimo-Coker et al., 
2005 ; Lescoutra-Etchegaray et al., 2014) ainsi que leur biocompatibilité chez l’Homme (Cahill et al., 
2010).   
Chez le macaque cynomolgus, l’utilisation de filtres anti-prion permet d’allonger la durée de vie des 
individus transfusés en comparaison de ceux ayant reçu des concentrés de globules rouges non filtrés 
(Lescoutra-Etchegaray et al., 2015). Les éléments en défaveur d’une application en routine chez 
l’Homme sont d’une part l’altération des concentrés de GR (pour certains filtres) et d’autre part son 
coût important. Une étude irlandaise a estimé que l’ajout de ces filtres en routine représenterait un 
budget d’environ 50 millions d’euros sur une période de cinq ans (Teljeur et al., 2012). De plus, 
certains auteurs soulignent que ces filtres ne sont pas pleinement efficaces et nécessiteraient 
d’autres mises au point (McCutcheon et al., 2015 ; McLeod et al., 2015). 
Concernant les MDS issus du plasma, non considéré comme présentant un risque prion, des 
techniques de purification, de traitements thermiques et chimiques ont été mises en place afin de 
limiter les risques de transmission du VIH et VHC (Keeling, Tait, et Makris, 2008). Ces procédés de 
préparation du sang sont en faveur de la diminution de l’infectiosité, notamment les étapes 
d’inactivation virale incluant des solvants et des détergents. Depuis 2001 en France, une étape de 
nanofiltration est ajoutée pour certains facteurs (VIII, IX et les immunoglobulines) (Figure 18). La 
nanofiltration permet d’éliminer certains virus ainsi que les prions en fonction de la taille des pores 
utilisés (Cardone et al., 2012). En parallèle, les lots fabriqués à partir de plasma issu d’un don de 
patient vMCJ ont été rappelés et détruits. Une autre alternative tend de plus en plus à être 
appliquée : l’utilisation de facteurs recombinants. L’objectif serait d’accéder à une absence 
d’utilisation de sang humain tout en maintenant leurs effets thérapeutiques pour le patient. 
Toutefois, certains patients hémophiles sont intolérants à ces traitements.  
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Figure 18 : Principales mesures de sécurisation des dons de sang.  
Les principales étapes de sécurisation du sang au regard du risque prion sont en rouge : critères d’inclusion et d’exclusion 
des donneurs, traçabilité tout au long du processus, leucoréduction et procédés de fabrication des médicaments dérivés du 
sang tels que la nanofiltration sur des membranes d’une porosité de moins de 75 nm. En France, la centrifugation du sang 
total est faite par l’EFS et le centre de fractionnement par le LFB. CGR : Concentrés de globules rouges. CSP : Concentré 
standard de plaquette. EFS : établissement français du sang. LFB : laboratoire français du fractionnement.  
Dès que le caractère transmissible des ESTs a été mis en avant, l’évaluation du risque 
transfusionnel a été considérée. Les pays présentant le plus fort risque en termes de transmission 
secondaire sont les pays développés ayant été fortement exposés à l’ESB. Les hémophiles 
représentent la population la plus à risque puisqu’ils peuvent bénéficier de nombreuses 
transfusions sanguines au cours de leur vie. Actuellement, trois cas de transmissions de la vMCJ 
par transfusion sanguine ont été décrits au RU et aucun en France, auxquels se rajoutent deux cas 
de contamination sans développement clinique de la maladie. La limitation du risque repose 
notamment sur les critères restrictifs d’exclusion et d’inclusion des donneurs de sang et la 
leucoréduction systématique des dons. Ces mesures de prévention se justifient par l’absence de 
technique d’élimination systématique de l’agent. 
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Troisième partie :  
Outils d’étude de la réplication dans les 
maladies à prions  
Cette partie n’a pas vocation à faire un état de l’art de l’ensemble des techniques disponibles pour 
l’étude des maladies à prions, mais se concentre sur les principales méthodes mettant en évidence 
une réplication de la PrP anormale.  
La technique de référence pour le diagnostic des maladies à prions reste l’histologie. Elle est 
utilisée notamment lors de l’examen neuropathologique post-mortem, pour confirmer les suspicions 
posées ante-mortem sur la base des techniques indirectes (l’analyse de la protéine 14-3-3 dans le 
LCR, reflet d’une souffrance cellulaire, l’IRM ainsi que l’EEG)17. L’histologie offre l’avantage de 
pouvoir visualiser la triade lésionnelle (gliose, perte neuronale et spongiose). En effet, il est possible 
d’observer, par coloration en HE, le caractère spongieux du tissu cérébral et par immunomarquages 
les dépôts anormaux de PrP.  
Dans la majorité des cas, les techniques de détection nécessitent une étape initiale de préparation 
de l’échantillon basée sur la digestion enzymatique par la PK ou la dénaturation par des agents 
chaotropes. Elles reposent, respectivement, sur les propriétés particulières de la PrP anormale à 
savoir sa résistance partielle à la protéolyse et son insolubilité dans les détergents. L’objectif est de 
distinguer la PrP anormale de son isoforme physiologique. Dans ces conditions, la PrPC sera éliminée 
tandis que la PrP anormale pourra être détectée par des techniques d’immunodétection (ELISA, WB, 
…). Des méthodes alternatives ont été proposées et reposent sur l’utilisation d’anticorps 
conformationnels reconnaissant spécifiquement la PrP anormale (Korth et al. 1997 ; Safar et al., 
1998 ; Sakudo et al., 2007). 
D’autres techniques sont également utilisées et s’appuient sur l’amplification de la forme 
pathologique. Ces méthodes offrent l’avantage de détecter des quantités infimes de PrP anormale et 
de s’affranchir du seuil de détection des approches biochimiques. On peut citer les modèles de 
réplication acellulaires qui reposent sur sa capacité à changer de conformation et à s’agréger, et les 
modèles in vitro et in vivo. Ces derniers offrent l’avantage de mimer la physiopathologie des maladies 
à prions humaines, et de mettre en avant le caractère infectieux de la souche étudiée. 
 
                                                          
17 Méthodes de diagnostic ante mortem (pages 14 à 16).  
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Chapitre I : Modèles d’amplification acellulaires  
Deux modèles acellulaires d’amplification de la PrP anormale, reposant sur sa capacité d’agrégation 
(seeding), sont actuellement utilisés (Figure 19) :   
- La PMCA, amplification cyclique de protéines mal repliées, traduit de l’anglais « Protein 
Misfolding Cyclic Amplification » ; 
- La QuIC, conversion induite par agitation, « Quaking-Induced Conversion ».  
 
Figure 19 : Principes de fonctionnement de la PMCA et de la Rt-QuIC (d’après Zanusso et al. 2016). 
PMCA : protein misfolding cyclic amplification (vert). RT-QuIC : real time quaking-induced conversion (bleu).  
1- La PMCA 
En 2002, l’équipe de Claudio Soto a mis au point un nouveau modèle d’amplification acellulaire, la 
PMCA. Cette technique repose sur la mise en contact d’une faible quantité de PrP anormale avec un 
excès de PrPC (contenu dans un homogénat de cerveau sain) afin de forcer in vitro le phénomène de 
conversion (Soto, Saborio, et Anderes, 2002) (Figure 19). Cette étape est suivie par une alternance de 
cycles comprenant chacun deux phases : une première de sonication par ultrasons et une seconde 
d’incubation. La sonication permettrait d’augmenter le nombre de noyau de nucléation conduisant à 
une plus grande quantité de PrP anormale. Cette isoforme ainsi libérée pourra se répliquer, en 
transconformant la PrPC, durant les phases d’incubation. À la fin de chaque cycle le nombre de 
polymères générés augmente de façon exponentielle, sur le même principe que la PCR, polymerase 
chain reaction. La PrPres néoformée conserve alors : (i) les mêmes propriétés biochimiques que celles 
contenues dans l’échantillon initialement ajouté dans la réaction ainsi que (ii) son caractère 
infectieux confirmé par bioessai (Castilla et al., 2005). La PMCA permet donc de mimer in vitro la 
conversion de la PrPC en PrPSc, et d’étudier les phénomènes de barrière d’espèces et de souche.   
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Depuis le développement du protocole de PMCA, différentes applications ont vu le jour. On peut 
citer par exemple son utilisation dans la comparaison de plusieurs procédés de décontamination des 
Prions (Belondrade et al., 2016), ou encore son application éventuelle en tant que technique de 
détection ante mortem (Bougard et al., 2016). Cette étude récente a permis de détecter grâce à 
l’analyse du LCR deux patients en phase asymptomatique qui ont entre 15 et 30 mois après 
développés des signes cliniques. Dernièrement, l’équipe de Soto a réussi à détecter la PrPvMCJ dans le 
sang avec 100% de spécificité et de sensibilité (Concha-Marambio et al., 2016). La preuve de concept 
avait déjà été mise en avant dans le sang d’hamster en phase symptomatique (Castilla et al., 2005) et 
asymptomatique (Saá, Castilla, et Soto, 2006). Toutefois, cette technique ne permet pas d’amplifier 
les souches sporadiques.  
2- La QuIC  
En 2008, l’équipe de Caughey a mis au point une technique similaire à la PMCA : la QuIC (Atarashi et 
al. 2008).   
Le substrat utilisé n’est plus de la PrPC comme pour la PMCA, mais une PrP recombinante (Figure 18). 
Au cours de l’étape initiale de mise en contact de l’échantillon (contenant la PrP anormale d’intérêt) 
avec la PrP recombinante, un colorant fluorescent est ajouté : la thioflavine T. Le principe repose sur 
la capacité de la PrP anormale à s’agréger sous forme amyloïde qui sera quantifiée de façon 
automatisée en fluorescence grâce à la thioflavine T qui se fixe spécifiquement aux dépôts 
amyloïdes. L’étape de sonication, jugée sujette à des variations d’une expérience à l’autre, est 
remplacée par différents cycles d’agitations (Atarashi et al., 2008). La QuIC est présentée comme plus 
simple à mettre en place au sein d’un laboratoire, et conférant des résultats reproductibles d’une 
équipe à l’autre (Atarashi et al., 2008). Contrairement à la PMCA, aucune infectiosité n’est produite 
ni amplifiée ce qui est tout à fait compatible avec un usage en routine dans le milieu hospitalier.  
Ainsi, une partie des recherches est axée sur l’utilisation de la QuIC comme technique de diagnostic 
dans le LCR de patients atteint de MCJ sporadique (Atarashi et al., 2011 ; McGuire et al., 2012) voire 
directement à partir de prélèvements de la cavité nasale (Orrú et al., 2014). Afin de valider la 
pertinence de cette technique, une étude internationale a été menée sur des échantillons de LCR 
provenant de patients atteints de forme sporadique de MCJ ou d’autres maladies neurologiques 
(McGuire et al., 2016 ; Cramm et al., 2016). Les premiers résultats de cette étude indiquaient 
l’importance d’utiliser des lots fiables de PrP recombinante (Cramm et al., 2015). Les dernières 
données publiées en 2016 mettent en évidence une spécificité de 100% sur les 15 patients testés par 
12 équipes de recherche différentes (McGuire et al., 2016). Ces résultats soulignent que la QuIC 
pourrait être utilisée dans le diagnostic humain. En parallèle, cette technique permet d’étudier les 
phénomènes de seeding du CWD dans le sang et la salive (Henderson et al., 2015) ainsi que d’évaluer 
la stabilité de cette souche (Hannaoui et al., 2017).  
Ces deux techniques peuvent être considérées comme complémentaires dans la mesure où elles 
n’amplifient pas les mêmes souches. Ainsi, elles permettent de souligner les phénomènes 
d’agrégations anormaux des agents de l’ESB et de la vMCJ (PMCA) et des formes sporadiques de 
MCJ (QuIC). Grâce à ces modèles d’amplification in vitro de la PrP anormale, des découvertes 
prometteuses ont été réalisées ces dernières années en matière de diagnostic chez l’Homme.  
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Chapitre II : Les modèles animaux 
Il existe une dichotomie entre le caractère résistant et infectieux d’une souche, c'est-à-dire qu’un 
échantillon infectieux ne contient pas nécessairement de la PrPres (Lasmézas et al., 1997). De nos 
jours, la seule façon de démontrer l’infectiosité d’une souche reste la mise en évidence de signes 
cliniques suite à l’injection de Prion chez l’animal. Ainsi, le bioessai demeure actuellement le « Gold 
standard » dans l’étude des maladies à prions (Watts et Prusiner, 2014). 
Cette partie n’a pas vocation de décrire l’ensemble des modèles in vivo utilisés dans les maladies à 
prions. L’objectif est d’introduire succinctement les principaux modèles utilisés dans ce projet doctoral 
(pour revue : Brandner et Jaunmuktane, 2017). 
1- Les rongeurs 
Dans le cadre de l’étude des maladies à prions, le modèle animal le plus utilisé est la souris. Les 
principaux avantages sont résumés dans le tableau 14.   
Les modèles murins permettent notamment de caractériser expérimentalement les différentes 
souches de prion. La transmission à l’animal offre également la possibilité de mesurer l’infectiosité 
d’un échantillon, c'est-à-dire de déterminer le titre infectieux grâce à des dilutions successives. La 
détermination du point limite est une technique de titration classiquement employée en 
bactériologie et virologie. Elle permet de déterminer la dose à laquelle 50% des animaux décèdent 
suite à l’infection (dose létale 50, DL50). De plus, il est possible de générer des modèles 
transgéniques (Tg) : souris humanisées, souris délétées pour le gène Prnp, ect.  
Tableau 14 : Avantages et limites des modèles murins dans l’étude de la physiopathologie des maladies à prions  
Avantages Caractéristiques Inconvénients 
Détection des marqueurs 
neuropathologiques 
Gliose/ Spongiose/ Neurotoxicité/ 
Accumulation de PrPres 
- 
Etude de la pathogénèse 
Distribution tissulaire (réplications 
périphérique et centrale) en fonction 
de la voie d’inoculation  
Pertinence avec 
l’Homme ? 
Diminution de la barrière 
d’espèce 
Génération de modèles transgéniques 
(PrPHum, PrPKo, d’autres espèces) 
Pertinence avec 
l’Homme ? 
Caractérisation des souches 
Étude du taux de transmission, de la 
pathogénèse, … 
Durée  
(Jusqu’à 2 ans) 
Mise en évidence de 
l’infectiosité 
Calcul du titre infectieux (DL50), durée 
de survie 
Éthique  
Nombre de souris important 
en fonction des différentes 
dilutions réalisées 
Observations du phénotype 
clinique 
Troubles moteurs, changements de 
comportements, amaigrissement, 
pelage hérissé, … 
Problème éthique 
Utilisation en laboratoire Adapté aux conditions de laboratoire Coûts/ Durée 
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Souris conventionnelles  
Les souris conventionnelles sont largement utilisées afin de caractériser expérimentalement les 
souches de prions. Les modèles murins les plus utilisées sont : C57Bl/6 ; FVB ; RIII ; Swiss.   
Toutefois, ces souris sont relativement résistantes aux souches humaines de prion (Tateishi et al., 
1995 ; Bruce et al., 1997). Une étude récente souligne des différences en termes de période 
d’incubation suite à une exposition à l’agent de la vMCJ par voie IC (Diack et al., 2017) : les souris RIII 
présentent un taux de transmission de 67% (395 ± 18, n = 15) tandis que 76% des souris C57Bl/6 
développent une EST avec une période d’incubation moyenne de 524 ± 20 jpe (n = 17). Inversement, 
les souris Swiss sont particulièrement sensibles à l’exposition IC de l’agent de la vMCJ avec 100% de 
transmission (300 ± 10 jpe, n = 38) (Comoy et al., 2017). Afin de s’affranchir de ce phénomène de 
barrière de transmission, des souris transgéniques exprimant la PrPC de l’espèce d’intérêt ont été 
générées.  
Souris déficientes pour la PrP, PrPKo 
Les principales souris délétées pour le gène Prnp ont été présentées dans le tableau 418 (Büeler et al., 
1992 ; Manson et al., 1994b ; Moore et al., 1995 ; Sakaguchi et al., 1996 ; Rossi et al., 2001 ; 
Yokoyama et al., 2001 ; Nuvolone et al., 2016). Ces souris ont notamment permis de souligner d’une 
part le rôle de la PrPC en condition physiologique, et d’autre part de confirmer sa nécessité dans le 
développement d’une maladie à prion. En effet, aucune d’entre elle n’est sensible à l’infection prion 
quelles que soient la dose, la voie d’inoculation et la souche utilisées (Büeler et al., 1993). À ce jour, 
des souris PrPKo ont été générées à partir de presque tous les fonds génétiques murins (Brandner et 
Jaunmuktane, 2017). 
Souris transgéniques humanisés, PrPHu 
Grâce à l’expression de la forme humaine de la PrPC, ces souris sont largement utilisées afin d’évaluer 
le risque zoonotique d’une souche, étudier les formes familiales des maladies à prions ou encore 
tester de nouveaux médicaments candidats. En effet, l’expression de la PrPC humaine rend ces souris 
sensibles aux souches humaines de prion avec un raccourcissement de la période d’incubation et, 
inversement, une augmentation du taux de transmission (Telling et al., 1994).  
Deux principales constructions de souris humanisées sont possibles :  
- Génération de souris chimériques : expression de la PrPC endogène (murine) en plus de la 
forme humaine ; 
- Génération de souris humanisées sur un fond génétique PrPKo : expression uniquement de 
la forme humaine.   
Récemment, des souris présentant des constructions différentes sur le codon 129 ont été générées 
telles que les souris Tg152 (129V), Tg35 (129M, expression deux fois plus importante que chez 
l’Homme) ou Tg650 (129M, six fois) (Asante et al., 2002 ; Bishop et al., 2006 ; Béringue, Le Dur, et al., 
2008). Des souris knock in19 sont également utilisées notamment dans l’étude des formes 
génétiques. Ce modèle a par exemple développé spontanément une EST, transmissible à d’autres 
souris, grâce à l’ajout d’un gène porteur d’une mutation impliquée dans l’IFF (Jackson et al., 2009) .  
                                                          
18 Tableau 4 : souris délétées pour le gène Prnp de 1992 à 2016 (page 27).  
19 Souris Knock in : expression uniquement du gène d’intérêt dans le locus du gène cible sous le même 
promoteur.  
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Autres souris transgéniques  
D’autres souris transgéniques ont été générées exprimant par exemple une PrPC bovine, ovine, 
porcine ou encore de cervidé, etc. Ces différents modèles permettent d’étudier la souche d’intérêt 
en présence de la PrPC associée en s’affranchissant de la barrière d’espèce.   
Concernant les souris transgéniques ovines, l’un des modèles le plus utilisé dans l’étude de la 
transmission de la tremblante est la souris Tg338. Ces dernières présentent une surexpression de PrP 
ovine (allèle VRQ) huit à dix fois supérieure à celle retrouvée dans les souris conventionnelles et une 
absence de PrPC endogène (Vilette et al., 2001). C’est dans ce modèle que la tremblante atypique 
(Nor98) a été transmise expérimentalement pour la première fois (Le Dur et al., 2005). 
Souris immunodéficientes 
Les souris immunodéficientes ont permis de souligner l’implication individuelle des différents 
composants du système immunitaire (Aguzzi et al., 2003). Concernant les lymphocytes B, il a été 
décrit qu’ils avaient un rôle indirect dans le développement de la pathologie pour permettre la 
maturation des FDCs (Blättler et al., 1997 ; Klein et al., 1998 ; Montrasio et al., 2001)20. Inversement, 
les lymphocytes T ne semblent pas jouer un rôle primordial dans la pathogénèse des ESTs. En effet, 
les souris nude (déficientes pour les lymphocytes T) sont susceptibles à la tremblante par voies 
intracérébrale et intra-péritonéale (Mohri, Handa, et Tateishi, 1987).  
La majorité des études ont été réalisées à l’aide des souris SCID (severe combined immunodeficient 
mouse) décrites pour la première fois en 1983 (Bosma, Custer, et Bosma, 1983). Ces souris 
présentent une mutation spontanée empêchant la recombinaison des gènes des immunoglobulines 
et du TCR (T cell receptor). Ainsi, elles ne possèdent ni lymphocyte T ni B ni de FDCs fonctionnelles. 
En termes d’infection ces souris sont pour la plupart d’entre elles résistantes à l’infection prion par 
voie périphérique (Tableau 15).  
Tableau 15 : Expositions expérimentales périphérique et centrale des souris immunodéficientes SCID.  
 Souches expérimentales % transmission Références 
V
o
ie
s 
d
’e
xp
o
si
ti
o
n
 
In
tr
a-
cé
ré
b
ra
le
 Fukuoka-1 
100% 
Kitamoto et al., 1991 
ME7 O’Rourke et al., 1994 
C506M3 Lasmézas et al., 1996 
RML Klein et al., 1997 
In
tr
a-
p
ér
it
o
n
éa
le
 Fukuoka-1 
0% 
Kitamoto et al., 1991 
ME7 Fraser et al., 1996 
ME71 38% Mabbott et al., 2000 
C506M3 33% Lasmézas et al., 1996 
RML 25% Klein et al., 1997 
ME7 – C506M3 – RML : souches de tremblante adaptées à la souris ; Fukuoka-1 : souche humaine 
adaptée. 1Souris TNFa-/- : absence de lymphocyte B et de cellule dendritique fonctionnelle 
La forte hétérogénéité en termes de transmission peut être expliquée par la souche, la voie 
d’inoculation et la dose utilisée. Ces données soulignent l’importance d’un système immunitaire 
fonctionnel dans la pathogénèse des maladies à prions notamment dans les phases précoces de 
l’infection. Cette sensibilité est restaurée suite à l’ajout de cellules spléniques (Lasmézas et al., 1996) 
ou de moelle osseuse (Fraser et al., 1996).   
                                                          
20 Le rôle des cellules dendritiques folliculaires est présenté dans les pages 42 à 43.  
Chapitre II : Les modèles animaux    
73 
 
2- Les primates non humains  
Les primates non humains (PNH) ont été largement et sont encore utilisés dans le domaine des 
maladies à prions. Ils offrent l’avantage de présenter de nombreuses similitudes avec l’Homme : 
classification phylogénétique (Figure 20), taille (ratio poids/ volume compatible avec des transfusions 
expérimentales), physiologie, anatomie cérébrale ainsi qu’une forte homologie de séquence avec la 
PrPC humaine (Schätzl et al., 1995).  
 
Figure 20 : Arbre phylogénétique des primates.  
Le modèle historique des chimpanzés 
Historiquement, ce modèle a permis d’importantes avancées scientifiques dans le domaine des 
maladies à prions. Grâce aux chimpanzés, Gajdusek et son équipe seront les premiers à mettre en 
évidence in vivo le caractère transmissible de l’agent responsable du Kuru (Gajdusek, Gibbs, et 
Alpers, 1966), qu’ils adapteront l’année suivante lors d’un second passage (Gibbs et al., 1968). Les 
chimpanzés sont également sensibles à la MCJ sporadique humaine (Gibbs et al., 1968). En 1994, une 
large étude a été publiée sur plus de 3000 primates confirmant le caractère transmissible de la MCJ 
et de deux formes familiales humaines, le GSS et l’IFF (Brown et al., 1994). En résumé, les taux de 
transmissions observés ont été les suivants : 100% pour les formes iatrogènes, 95% pour l’agent du 
kuru, près de 90% pour les formes sporadiques et 68% pour les formes génétiques. De plus, 
différents homogénats cérébraux de patients atteints de la maladie d’Alzheimer, de schizophrénie ou 
encore de sclérose en plaques ont été inoculées, toutefois seules les maladies à prions se sont 
avérées transmissibles. Le modèle du chimpanzé a également permis de mettre en évidence 
l’extrême résistance de l’agent incriminé dans les cas de contaminations iatrogènes chez l’Homme 
(Gibbs et al., 1994). 
Les PNH après l’interdiction d’utiliser les grands singes en recherche 
Depuis 2000 l’utilisation des grands singes dans les protocoles de recherche est interdite, et la 
convention de Washington classifie les PNH en fonction de leur importance en termes de danger 
d’extinction. Actuellement, dix espèces sont autorisées à des fins scientifiques.  
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Dans le cadre de l’étude des maladies à prions les espèces les plus utilisées sont : 
- Le microcèbe, Microcebus murinus ; 
- Le singe écureuil, Saimiri sciureus ; 
- Le macaque cynomolgus, Macaca fascicularis. 
Le microcèbe est le primate le plus éloigné phylogénétiquement de l’Homme (Figure 20), et n’est pas 
permissif à la vMCJ. Toutefois, il est permissif aux souches d’ESB par voies intracérébrale et orale 
(Mestre-Francés et al., 2012). Il a également été mis en évidence que le buffy coat d’un microcèbe 
symptomatique et infecté par l’ESB est infectieux (Bons et al., 2002). En parallèle, plusieurs lémuriens 
(ainsi que des macaques rhésus) élevés en captivité ont développé spontanément une EST dans 
différents zoos français (Bons et al., 1996 ; Bons et al., 1997). Le mode de contamination le plus 
probable reste l’ingestion de croquettes contaminées par l’agent de l’ESB (Bons et al., 1999).  
Le singe écureuil semble particulièrement permissif aux souches de prions. Il est permissif au Kuru et 
à la forme sporadique de la MCJ par voie orale (Gibbs et al., 1980 ; Brown et al., 1994). Ce modèle 
développe une EST suite à l’exposition par voie orale à l’agent de la tremblante (Gibbs et al., 1980). Il 
a également été montré que le singe écureuil est sensible à l’agent du GSS par voies intracérébrale 
(Masters, Gajdusek, et Gibbs, 1981) et intraveineuse (Ritchie et al., 2016) (Tableau 16) suggérant un 
risque de contamination secondaire chez l’Homme. De plus, l’exposition intracérébrale de l’agent 
responsable de la CWD conduit à une EST dans ce modèle, suggérant un risque zoonotique de cette 
souche (Marsh et al., 2005 ; Race et al., 2009 ; Race et al., 2014). 
Le macaque cynomolgus est le plus proche phylogénétiquement de l’Homme en comparaison des 
lémuriens et des singes écureuils. Tout comme l’Homme, le macaque appartient aux singes de 
l’Ancien Monde (Figure 20). Il a largement été utilisé dans le cadre de l’évaluation expérimentale du 
risque lié à l’ESB, par voies intra-cérébrale (transmission en trois ans) et orale (cinq ans), et a permis 
de confirmer le lien entre cette souche et celle de la vMCJ (Lasmèzas et al., 1996). Contrairement au 
singe écureuil, le macaque cynomolgus est permissif par voie intraveineuse à l’ESB et la vMCJ en 
deux ans (homogénat cérébral) et avec une période d’incubation minimale de cinq ans par 
transfusion (Tableau 16) (Herzog et al., 2004 ; Lescoutra-Etchegaray et al., 2015). Ces données 
suggèrent que le macaque est plus sensible à l’exposition de souches humaines (Ritchie et al., 2016). 
L’utilisation des macaques a également permis de mettre en évidence d’autres souches présentant 
potentiellement un risque pour l’Homme, telles que l’ESB de type L (Comoy et al., 2008), la TME 
(Comoy et al., 2013) ou la tremblante (Comoy et al., 2015).  
Tableau 16 : Transmission de différentes souches de prion en fonction des voies d’inoculations dans les modèles simiens.  
Principales souches Singe écureuil Macaque cynomolgus 
H
u
m
ai
n
e
s vMCJ Oui (IC)/ Non (IV) Oui (IC + IV) 
sMCJ Oui Oui 
fMCJ Oui (GSS) ND 
A
n
im
al
e
s ESB Oui Oui 
Tremblante Oui Oui 
CWD Oui Non 
IC : intra-cérébrale/ IV : intra-veineuse/ vMCJ : variante de la maladie de Creutzfeldt-
Jakob/ sMCJ : sporadique/ fMCJ : familiale/ ESB : encéphalopathie spongiforme bovine/ 
CWD : maladie du dépérissement chronique. 
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Les modèles expérimentaux (notamment murins et simiens) ont eu un rôle pivot dans la 
compréhension des maladies à prions. Le bioessai a notamment permis de révéler le caractère 
transmissible des Prions, d’étudier les phénomènes de barrière d’espèce et de souligner les 
similitudes de souches entre les agents de l’ESB et de la vMCJ. D’autres modèles expérimentaux 
existent comme le hamster sensible à la souche expérimentale 263K (Kimberlin et Walker, 1986) ou 
encore un modèle plus récent dans l’étude des maladies à prions : le campagnol qui s’avère être 
sensible à la vMCJ humaine (Nonno et al., 2006). 
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Chapitre III : Les modèles cellulaires 
Les périodes d’incubation observées dans les modèles animaux peuvent être longues, jusqu’à 
deux ans chez la souris et plus de dix ans chez le singe (Brown et al., 1994 ; Comoy et al., 2015) ce qui 
représente un coût non négligeable et une gestion qui s’avère compliquée. De plus, la mise en 
évidence de la DL50 nécessite l’utilisation d’un grand nombre d’animaux par condition expérimentale 
ce qui pose un problème éthique majeur.   
Les modèles cellulaires représentent ainsi une alternative aux modèles animaux. Ils ont notamment 
été utilisés afin de tester de nouvelles cibles thérapeutiques (Caughey et Raymond, 1993 ; Tagliavini 
et al., 2000 ; Korth et al., 2001 ;  Schröder et Müller, 2002).  
Qu’est-ce qu’un modèle infectable ?   
La génération d’un modèle cellulaire infectable nécessite : (i) d’obtenir une PrPres de novo et (ii) d’être 
en mesurer de la détecter c’est-à-dire de la distinguer de la charge initiale (résiduelle) de celle 
néoformée. Pour cela, il est possible de réaliser des dilutions limites afin d’éliminer la PrPres initiale. Il 
est important de prendre en compte la balance entre conversion/ dégradation et entre division 
cellulaire (Ghaemmaghami et al., 2007). De façon plus précise, certains modèles présentent une 
infection aigüe qui s’accompagne d’une élimination de la PrP anormale au cours de la division 
cellulaire (Vorberg, Raines, et Priola, 2004).  
1- Modèles cellulaires en deux dimensions  
Exemples de cellules utilisées  
Les modèles cellulaires peuvent être classés en deux groupes (pour revue Vilette, 2008) :  
- Les cellules sensibles aux souches de prions adaptées aux rongeurs (ex. : N2a, SN56, PC12) ; 
- Les cellules sensibles aux souches de prions naturelles (ex. : Rov, MDB).   
Les cellules les plus utilisées sont des lignées cellulaires de neuroblastomes murins tels que les N2a 
(Bosque et Prusiner, 2000 ; Nishida et al., 2000) et les SN56 issues de neurones cholinergiques (Baron 
et al., 2006). Par exemple, les cellules N2A ont été infectées de façon stable par la souche RML 
(Butler et al., 1988) et les cellules issues de rat (PC12) par les souches ME7 et 139A (Rubenstein et al., 
1992).  
Plus récemment, il a été démontré que des lignées cellulaires non neuronales sont également 
sensibles à l’infection prion in vitro telles que :  
- Les microglies, notées MG20, issues de souris sur-exprimant la PrPC murine (Iwamaru et al. , 
2007) ; 
- Les cellules stromales spléniques murines sensibles à des souches de vMCJ adaptées à la 
souris (Akimov et al., 2008) ; 
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- Les cellules issues de la moelle osseuse (Cervenakova et al., 2011) pour lesquelles les auteurs 
sous-entendent un risque iatrogène par l’intermédiaire des greffes de cellules souches 
hématopoïétiques ;  
- Les cellules des fibres musculaires (Herbst et al., 2013). 
Les premières cellules sensibles à une souche de prion de façon naturelle, c'est-à-dire non 
préalablement adaptée à son hôte, sont les cellules épithéliales de lapin, RK13, sensibles à la 
tremblante notées Rov (Vilette et al., 2001). Ces cellules ont été génétiquement modifiées et 
n’expriment plus leur PrPC endogène mais sur-expriment la forme VRQ ovine (Hunter et al., 1997). 
Les cellules sensibles aux souches humaines  
Toutefois toutes les souches ne sont pas répliquées en culture notamment les souches humaines non 
adaptées aux rongeurs. La multiplication d’une souche de CJD a été mise en évidence une fois par 
l’équipe de Ladogana (Ladogana et al., 1995) mais n’a pas été maintenue. En 2014, le premier 
modèle cellulaire sensible à différentes souches de prion humaines non adaptées à la souris a été mis 
au point (Hannaoui et al., 2014). Ce modèle de culture primaire de neurones de la couche granulaire 
du cervelet a été généré à partir de souris transgéniques sur-exprimant la PrPC humaine. Une 
cinétique d’augmentation de PrPres de novo a été mise en évidence avec différentes souches de prion 
humaines : formes iatrogène et sporadique ainsi que la vMCJ.  
2- Modèles cellulaires en trois dimensions : les neurosphères 
Plusieurs études ont émis l’hypothèse que les neurosphères, par leur structure en 3D et leur 
hétérogénéité cellulaire, pourraient être un modèle pertinent dans l’étude des maladies à prions 
(revue : Haigh, 2017) (Figure 21). 
 
Figure 21 : Les neurosphères.  
Les images A et B ont été extraites des travaux de Chaichana et son équipe (Chaichana et al., 2009). Les barres d’échelle 
représentent 100 µm. A) Neurosphère en suspension. B) Détection par immunofluorescence de la Nestine, protéine de 
filament intermédiaire exprimée au cours du développement embryonnaire et spécifique des cellules souches 
neuroépithéliales. C) Représentation schématique de la composition des neurosphères. D) Capacité des neurosphères à se 
différencier en neurone, astrocyte et oligodendrocyte. 
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Initialement mises en évidence en 1992 à partir de cellules souches neurales isolées dans le striatum 
d’un rat adulte, les neurosphères ont la capacité d’être cultivées en suspension (Reynolds et Weiss, 
1992). Cette technique de culture en 3D permet d’améliorer l’efficacité de la différenciation des 
cellules (Zhou et al., 2016). Au cours de leur différenciation cellulaire, les neurosphères conduisent à 
la formation de neurones, d’astrocytes et d’oligodendrocytes (Figure 21D). En comparaison des 
cellules cultivées en mono-couche, les neurosphères permettent d’avoir des interactions cellule-
cellule présentes dans le SNC humains.  
En 2006, il a été montré que l’expression de la PrPC dans les neurosphères augmente 
proportionnellement à leur différenciation (Milhavet et al., 2006). Ces travaux confirment ceux 
d’autres équipes qui soulignent que le renouvellement, la prolifération des cellules souches neurales 
ainsi que leur différenciation en neurones seraient dépendants de l’expression de la PrPC (Steele et 
al. 2006b). La même année, une amplification de PrPres a été décrite dans des neurosphères précoces 
exposées à des souches de tremblante expérimentales (RML et 22L) (Giri et al., 2006). Toutefois ces 
données ne seront pas retrouvées dans des cultures non différenciées (Milhavet et al., 2006b ; Herva 
et al., 2010). En parallèle, il a été montré que les neurosphères permettaient d’étudier les effets 
cytopathiques : réplication anormale de PrP préférentiellement dans les astrocytes par rapport aux 
autres types cellulaires (Iwamaru et al., 2013).  
Récemment, une détection de PrPres néoformée a été mise en évidence dans des neurosphères 
exposées à des souches expérimentales de tremblantes adaptées (ME7 et 22L) (Relaño-Ginés, 
Lehmann, et Crozet, 2014). Dans cette étude, les neurosphères ont été isolées à partir de cellules 
souches neurales issues des deux zones de neurogenèse connues (zone sous-granulaire du gyrus 
dente et sous-ventriculaire) (Relaño-Ginés, Lehmann, et Crozet, 2014). Ces données permettent 
d’émettre l’hypothèse que ces lieux de neurogenèse adulte sont impliqués dans la réplication 
centrale de l’infectiosité conduisant à une perte de fonction des cellules souches neurales et une 
limitation de la réparation tissulaire. Cette théorie avait déjà été formulée en 2006 (Milhavet et al., 
2006b). Les travaux de Relano-Gines et ses collaborateurs iront dans ce sens en démontrant pour la 
première fois une augmentation de la durée de survie des souris infectées grâce à la transplantation 
intracérébrale de cellules souches neuronales fœtales (Relaño-Ginés, Lehmann, et Crozet, 2014). 
Ainsi, la perte neuronale décrite dans les maladies à prions pourrait être causée par des 
dysfonctionnements de la machinerie cellulaire limitant la neurogenèse physiologique (Mouillet-
Richard et Vilotte, 2015). 
Les modèles cellulaires offrent une alternative importante à l’expérimentation animale. Toutefois, 
la majorité d’entre eux sont des lignées murines non sensibles aux souches de prions humaines 
(neurosphères compris).  
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Chapitre IV : Un potentiel modèle alternatif, les 
organoïdes neuro-ectodermiques  
Face à l’utilisation d’animaux de laboratoire qui s’avère présenter des limites éthiques et aux modèles 
cellulaires peu sont sensibles aux souches humaines de prions, un des candidats prometteurs pour 
être les organoïdes neuro-ectodermiques. Ces structures appelées « mini-brains » (MBs) sont cultivées 
en 3D et miment la complexité du SNC humain. Le protocole, développé par Lancaster et ses 
collaborateurs, repose sur l’utilisation de cellules souches pluripotentes induites humaines (cellules 
iPS, de l’anglais induced pluripotent stem cells) (Lancaster et al., 2013).  
Cette dernière partie a pour objectif d’introduire ce nouveau modèle d’étude in vitro des maladies à 
prions. Les nombreux avantages qu’offrent les cellules iPS (dont sont dérivées les MBs) en termes de 
régénération tissulaire et de thérapies cellulaires ne seront pas abordés (Chien, 2008). 
1- Quelques définitions clefs 
Deux propriétés majeures caractérisent les cellules souches (CS), et les distinguent des autres types 
cellulaires, à savoir :  
- Une capacité d’auto-renouvellement : division théoriquement illimitée, c'est-à-dire que la 
cellule générée (dite « fille ») sera identique à la cellule d’origine (« mère »).  
- Un potentiel de différentiation vers l’un des trois feuillets embryonnaires formés au cours 
de la gastrulation : ectoderme, mésoderme, endoderme (Tableau 17).  
Tableau 17 : Dérivation des trois feuillets embryonnaires. 
Feuillets embryonnaires Localisation  Dérive en :  
Ectoderme Externe Epiderme et système nerveux 
Mésoderme Intermédiaire 
Ensemble des organes à 
l’exception du système nerveux et 
digestif 
Endoderme Interne 
Epithélium du tube digestif et des 
voies respiratoires ainsi que des 
glandes digestives 
Les CS peuvent être classées en trois catégories en fonction de leurs degrés de différentiation ou 
potence (Figure 22) :  
- Les cellules souches totipotentes : ces cellules ont la capacité de produire tous les lignages 
embryonnaires ainsi que des tissus extra-embryonnaires (cordon ombilical et placenta). 
Issues des premiers stades de division ce sont les seules à pouvoir reformer un organisme 
entier.  
- Les cellules souches pluripotentes : elles se différencient en tous les types cellulaires à 
l’exception du tissu extra-embryonnaire.   
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Exemples : les cellules souches embryonnaires isolées à partir de la masse interne du 
blastocyste (Figure 22), les cellules iPS suite à une reprogrammation artificielle. 
- Les cellules souches multipotentes : ces cellules se différencient en un seul lignage 
spécifique. Ainsi, elles sont déjà engagées dans une voie de différenciation et leur devenir est 
déterminé. On peut citer l’exemple des cellules souches adultes hématopoïétiques.  
 
Figure 22 : Potentiels de différenciation des cellules souches au cours de la vie.  
Images de zygote et du stade morula extraites de www.embryology.ch. 
Les CS sont par définition des cellules indifférenciées à un moment donné : cet état est dit 
transitoire. Cette notion implique que le potentiel de différentiation des CS varie au cours de la vie 
d’un individu. Il est ainsi possible de distinguer les CS en fonction de leur origine : embryonnaire, 
fœtale ou adulte (Figure 22).  
En condition physiologique, les CS ont été mises en évidence dans la majorité des organes de 
mammifères adultes (sang, foie, cerveau, …). Elles sont localisées dans des « niches » c'est-à-dire des 
micro-environnements particulièrement riches en facteurs permettant de les maintenir dans un état 
indifférencié (Li et Xie, 2005).  
Dès 1998, une neurogenèse a été identifiée chez l’Homme adulte (Eriksson et al., 1998). Grâce à 
l’utilisation du BrdU, les auteurs rapportent qu’environ 20% des cellules marquées du gyrus dente 
expriment également des marqueurs neuronaux. Depuis, différentes études ont confirmé ces 
données (Reif et al., 2006 ; Manganas et al., 2007 ; Spalding et al., 2013). Les neurones nouvellement 
générés sont fonctionnels et participent notamment aux mécanismes de réparation et aux processus 
de plasticité cérébrale (Taupin, 2006b). Il est actuellement admis que deux régions fournissent de 
nouveaux neurones chez l’adulte (Figure 23) :  
- Zone sous-granulaire du gyrus dente de l’hippocampe 
- Zone sous-ventriculaire située sur la paroi des ventricules latéraux  
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Figure 23 : Neurogenèse chez l’adulte (d’après Taupin, 2006).  
A) Deux régions neurogéniques secondaires (orange) : le gyrus dente (GD) et la zone sous-ventriculaire (SVZ). Mise en 
évidence de la migration et différentiation dans le courant de migration rostral (CMR) vers le bulbe olfactif (BO). B) Les 
cellules souches neurales (CSN) sont capables de générer les trois types cellules majeurs du système nerveux : neurone, 
astrocyte et oligodendrocyte.  
2- Les cellules souches pluripotentes induites 
En 2006, les Professeurs Shinya Yamanaka et Kazutoshi Takahashi mettent au point un protocole 
de reprogrammation de cellules différenciées murines en cellules souches grâce à l’expression 
ectopique de quatre gènes (Oct3/4, Sox2, Klf4 et c-Myc) codant pour des facteurs de transcription 
sélectionnés parmi 24 gènes candidats, connus pour être impliqués dans la pluripotence des cellules 
embryonnaires (Takahashi et Yamanaka, 2006). Ces cellules indifférenciées ainsi générées, qualifiées 
de cellules iPS, possèdent les mêmes propriétés moléculaires et fonctionnelles que celles décrites 
dans les cellules souches embryonnaires (Rodolfa et Eggan, 2006) à savoir une capacité d’auto-
renouvellement et de différentiation en n’importe quel feuillet primaire.  
L’année suivante, la même équipe appliquera ce protocole à des fibroblastes humains pour dériver 
les premières cellules souches pluripotentes induites humaines (Takahashi et al., 2007). Les cellules 
iPS humaines obtenues sont également très similaires aux cellules souches embryonnaires humaines 
en termes de morphologie, prolifération, marqueurs de surface, expression génique et du statut 
épigénétique des gènes spécifiques des cellules pluripotentes. Ces cellules peuvent également se 
différencier in vitro en différents types cellulaires dérivés des trois feuillets embryonnaires 
(Takahashi et al., 2007 ; Yu et al., 2007).  
En 2012, les travaux des Docteurs Gurdon21 et Yamanaka ont été récompensés par le prix Nobel de 
physiologie et médecine pour leur découverte sur la capacité de reprogrammation de cellules 
matures (différenciées) en cellules pluripotentes.  
                                                          
21 Le biologiste britannique John Gurdon met en évidence que l’ADN de chaque cellule différenciée possède les 
informations nécessaires pour conduire au développement d’un organisme complet et fiable, en transférant le 
noyau d’une cellule somatique issue de l’intestin dans un ovocyte de xénope énucléé (Gurdon, 1962).  
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2.1 La reprogrammation cellulaire 
La reprogrammation cellulaire est un processus qui permet de convertir artificiellement des cellules 
somatiques différenciées en cellules souches pluripotentes indifférenciées. Ce processus consiste en 
un remodelage épigénétique visant à restaurer les mécanismes de régulation transcriptionnelle 
activés dans les cellules souches embryonnaires. En pratique, la reprogrammation dure au minimum 
deux semaines et présente une faible efficacité d’environ 0,1% (Takahashi et Yamanaka, 2006). Elle 
est complexe à mettre en place, et repose sur le choix : (i) des cellules différenciées à 
reprogrammer, (ii) des facteurs de transcription et (iii) de la méthode de reprogrammation 
(Figure 24).  
(i) Choix des cellules différenciées à reprogrammer   
Théoriquement toutes les cellules de l’organisme peuvent être reprogrammées, toutefois certains 
critères sont à prendre en compte dans le cadre de protocole de recherche.  
L’un des premiers éléments importants dans le choix des cellules de départ est l’accessibilité de ces 
dernières : utilisation de prélèvements issus de banque de tissus, post-chirurgicaux ou directement à 
partir de biopsie de peau (technique peu invasive) (Yamanaka, 2009).  
L’autre condition reste la nécessité que les cellules soient expérimentalement « techniquables » 
d’une part en termes d’amplification et de maintien en culture.  
Un autre élément crucial est la susceptibilité des cellules choisies à se reprogrammer. Par exemple, 
les kératinocytes humains (cellules de la couche superficielle de la peau et des phanères) offrent 
l’avantage d’être plus accessibles pour la reprogrammation que les fibroblastes (Aasen et al., 2008). 
De plus, l’efficacité de la reprogrammation dépend du niveau de maturation des cellules et de leurs 
états (Loh et al., 2009 ; Lo Sardo et al., 2017). Il a ainsi été mis en évidence que des cellules iPS issues 
d’un donneur jeune présentent moins d’anomalies génétiques que celles générées à partir d’un 
individu plus âgé (Lo Sardo et al., 2017). 
(ii) Choix des facteurs de transcription  
Yamanaka et son équipe ont réussi à générer des cellules iPS grâce à l’expression ectopique de 
quatre facteurs de transcription, appelé OSKM ou « cocktail Yamanaka » (Takahashi et Yamanaka, 
2006) : 
- Oct3/4 : Octamer-binding transcription factor 3/ 4 
- Sox2 : Sex determining region Y-box 2 
- Klf4 : Kruppel-like factor 4 
- c-Myc : Cellular-myelocytomatosis  
Les protéines Oct3/4 et Sox2 sont exprimés dans les cellules souches embryonnaires (Nichols et al., 
1998 ; Avilion et al., 2003), tandis que les protéines Klf4 et c-Myc sont fréquemment décrits dans les 
cancers humains. Klf4 est notamment impliqué dans l’auto-renouvellement des cellules (Li et al., 
2005). Le facteur c-Myc joue également un rôle dans la prolifération et la survie cellulaire (Cartwright 
et al., 2005). Au cours de la reprogrammation cellulaire, c-Myc agit comme un « booster » du 
processus, tandis que Sox 2 et Oct 3/4 contribuent au maintien de la pluripotence, par 
l’intermédiaire de Nanog. Ce dernier facteur de transcription, Nanog, joue un rôle central dans 
l’identité des cellules pluripotentes dans des stades précoces du développement embryonnaire en 
contribuant à l’auto-renouvellement des cellules pluripotentes (Chambers et al., 2003 ; Mitsui et al., 
2003). Le facteur Klf4 active également Nanog tout en inhibant l’apoptose induite par c-Myc.   
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Ainsi, c’est un parfait équilibre entre les différents facteurs de transcription qui est à l’origine de la 
génération des cellules iPS. 
De nombreux protocoles ont été proposés afin d’améliorer l’efficacité de la reprogrammation. En 
2009, des cellules iPS ont été générées à partir de cellules souches neurales murines grâce à la seule 
expression d’Oct4 dans la mesure où ces cellules expriment de façon endogène les autres facteurs de 
transcription (Kim et al., 2009). Cette étude souligne que (i) le facteur Oct4 est crucial dans le 
processus de reprogrammation en permettant le maintien de la pluripotence (Nadagawa et al., 
2008), et que (ii) les autres facteurs de transcription du cocktail de Yamanaka peuvent être 
remplacés. Ainsi, Thomson et son équipe ont réussis à générer des cellules iPS en remplacent les 
deux oncogènes (Klf4 et c-Myc) par Nanog et Lin28 (Yu et al., 2007). D’autres auteurs proposent une 
amélioration du protocole en combinant les six facteurs de transcription (Liao et al., 2008).   
En conclusion, différentes combinaisons des facteurs de transcription peuvent être envisagées dans 
le protocole de reprogrammation.  
(iii) Choix de la méthode de reprogrammation  
Initialement, la technique de reprogrammation développée en 2006 par Yamanaka et son équipe 
reposait sur la transduction d’un vecteur rétroviral (Takahashi et Yamanaka, 2006) : depuis 
différentes méthodes ont été développées (Figure 24).  
 
Figure 24 : Principales méthodes de reprogrammation des cellules matures en cellules souches pluripotentes induites.  
Les vecteurs intégratifs lentiviraux (Yu et al., 2007 ; Soldner et al., 2009) ou rétroviraux (Takahashi et 
Yamanaka, 2006) permettent d’obtenir une reprogrammation efficace de l’ordre de 0,1%. 
Contrairement aux rétrovirus, les lentivirus peuvent se répliquer dans des cellules qui ne se divisent 
pas. Toutefois, l’intégration permanente de ces vecteurs viraux conduit à un risque de mutagénèse 
insertionnelle, et de réactivation de transgène (notamment c-Myc) conduisant à la formation de 
tumeur comme cela a été mis en évidence chez la souris (Okita, Ichisaka, et Yamanaka 2007 ; 
Nakagawa et al., 2008).  
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Pour pallier à cela, des protocoles expérimentaux reposant sur l’utilisation de virus non intégratifs 
ont été mis en place. En 2008, l’équipe de Stadtfeldt a réussi à générer des cellules iPS murines grâce 
à l’utilisation d’adénovirus exprimant les quatre facteurs de Yamanaka (Stadtfeld et al., 2008). Leurs 
travaux soulignent qu’une reprogrammation efficace ne repose pas forcément sur l’intégration de 
virus dans le génome et qu’une expression transitoire des facteurs OSKM est suffisante. Cependant 
l’efficacité de la reprogrammation via les adénovirus est faible (comprise entre 0,0001 et 0,001% 
chez la souris). Grâce au virus de Sendai, Fusaki et ses collaborateurs ont généré des cellules iPS avec 
une efficacité aussi importante que celle décrite avec les vecteurs intégratifs (Fusaki et al., 2009). Ce 
virus à ARN réplique son génome uniquement dans le cytoplasme des cellules transfectées et son 
expression diminue au cours des divisions cellulaires. 
Enfin, d’autres stratégies non virales ont été proposées telles que des transfections d’ARN modifiés 
associées à une efficacité de reprogrammation de l’ordre de 1% (Warren et al., 2010), l’utilisation de 
protéines recombinantes (Zou et al., 2009), ou l’introduction de plasmides épisomaux (Okita et al., 
2008). Ces techniques non intégratives peuvent tout de même induire des mutations et un 
séquençage de l’ensemble du génome reste l’un des moyens de vérifier l’absence de mutation 
(Yamanaka, 2009).  
En parallèle, différentes études ont été menées afin d’améliorer le protocole original tel que l’ajout 
de composés chimiques : acide valproïque (Huangfu et al., 2008) ou ascorbique (Esteban et al., 2010) 
ou via de nouvelles techniques de culture en 3D (Caiazzo et al., 2016).  
Les limites de la reprogrammation 
En fonction du processus choisi, une série d’inconvénients a été identifiée : des contraintes 
techniques (transfections répétées, durée), en termes de sécurité (mutagénèse insertionnelle) ou 
encore une faible efficacité de reprogrammation. Par ailleurs, plusieurs études récentes comparant 
les cellules IPS aux cellules souches embryonnaires mettent en évidence des anomalies au niveau des 
marqueurs épigénétiques notamment en termes de méthylation de l’ADN (Kim et al., 2010 ; Nishino 
et al., 2010) ou encore des différences caryotypiques (Bai et al., 2015). Ce phénomène est appelé 
mémoire épigénétique, c'est-à-dire qu’il y a un maintien de l’empreinte de la cellule de départ et que 
la reprogrammation sera partielle voire aberrante (Figure 25) (Yamanaka, 2009). Décrit dans le cadre 
des cellules iPS d’origine murines (Kim et al., 2010) et humaines (Nishino et al., 2011), ce phénomène 
limite leur potentiel de différenciation in vitro (Tobin et Kim, 2012) et les cellules se différencieront 
préférentiellement dans leur lignage d’origine (Polo et al., 2010). Néanmoins, ces marques 
épigénétiques semblent disparaitre au cours des différents passages cellulaires (Kim et al., 2010 ; 
Polo et al., 2010).  
Actuellement, les mécanismes ne sont pas compris et semblent intrinsèques au tissu d’origine. 
Toutefois, certaines études soulignent l’implication des méthodes de culture dans la différenciation 
des cellules iPS en fonction des méthodes de repiquage manuel ou des dissociations enzymatiques. 
Ainsi, il est important de sélectionner les cellules reprogrammées en réalisant des caractérisations 
des clones générés afin de vérifier l’absence d’anomalie chromosomique (caryotypage) et génétique 
(séquençage). 
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Figure 25 : Méthodologie de génération des cellules souches pluripotentes induites (d’après Yamanaka, 2009).  
Le processus de reprogrammation peut conduire à des cellules complétement reprogrammées, partiellement ou de façon 
aberrante.  
2.2 La caractérisation des cellules iPS 
Plusieurs techniques in vitro (Figure 26) et in vivo (Figure 27) permettent de vérifier la pluripotence 
des cellules iPS.  
Caractérisation in vitro   
Le plus important dans la culture de cellules iPS est de mimer au plus près le micro-environnement 
des cellules souches en assurant leur maintien dans un état indifférencié grâce à des conditions de 
culture particulières. En parallèle, les bonnes pratiques de laboratoire doivent être respectées afin 
d’obtenir une culture standardisée et exempt de toute contamination.   
Classiquement, les cellules iPS sont cultivées sur un support nourricier (feeder) tel que les 
fibroblastes embryonnaires de souris (mouse embryonic fibroblastes, MEF). Il existe également des 
méthodes de culture sans support (dit feeder-free) reposant sur l’utilisation de matrice artificielle 
telle que le Matrigel®, hydrogel extrait de sarcome murin composé notamment de laminine, de 
collagène IV et de protéoglycanes (Kleinman, McGarvey, et Martin 1982).   
De plus, les milieux de culture sont supplémentés en molécules limitant la différenciation et 
favorisant l’auto-renouvellement telles que :  
- Le facteur inhibiteur de leucémie (leukemia inhibitory factor, LIF) pour les cellules d’origine 
murine (Smith et al., 1988) ;  
- Le facteur de croissance des fibroblastes basique (basic fibroblast growth factor, bFGF) pour 
l’équivalent humain (Thomson et al., 1998).  
Le premier critère afin de vérifier la pluripotence des cellules iPS est l’analyse morphologique des 
colonies. Elles ont morphologiquement le même aspect que les cellules souches embryonnaires : de 
forme arrondie, les colonies doivent avoir des bords lisses et clairement délimités c'est-à-dire sans 
cellule différenciée en périphérie (Figure 26A). Les cellules sont très compactées au sein d’une 
colonie et également caractérisées par un ratio élevé noyau/ cytoplasme.  
De plus, les cellules iPS expriment différents marqueurs phénotypiques liés à leur état de 
pluripotence qu’il est possible de détecter par immunomarquages (histologiques ou fluorescents), 
cytométrie de flux ou PCR comme présentés dans la Figure 25B :  
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- Les facteurs de transcription embryonnaires : Oct4, Sox2, … 
- Les protéines de la matrice extracellulaire : Tra-1-60 et Tra-1-81 (pour les cellules d’origine 
humaines) :  
- Les glycoprotéines membranaires : SSEA-4 (cellules humaines) ou SSEA-1 (cellules murines).  
En parallèle, l’activité de la phosphatase alcaline, enzyme exprimée dans les stades précoces du 
développement embryonnaire, peut être déterminée par simple coloration des colonies iPS.  
Une autre technique permettant de vérifier la pluripotence des cellules iPS est la formation de corps 
embryoïdes (Embryoid bodies, EBs ; Figure 26C). Lorsque les cellules iPS sont cultivées en suspension 
et en absence de facteur limitant la différenciation (LIF/ bFGF), elles sont capables de s’agréger en 3D 
sous forme d’EB (Itskovitz-Eldor et al., 2000). Une fois cultivés sur un support adhérent, les EB se 
différencieront en tous les types cellulaires (Figure 26D-F).  
 
Figure 26 : Caractérisation in vitro de la pluripotence des cellules iPS.  
Les images sont extraites de la publication de Takahashi et al., 2007. A) Aspect morphologique des cellules iPS : cellules 
denses, bords des colonies lisses. B) Immunomarquage d’une colonie iPS humaine avec TRA-1-60 (rouge), protéine de la 
matrice extracellulaire, et noyaux marqués au Hoechst (bleu). C) Corps embryoïdes en suspension. D-E-F) Différenciation 
des corps embryoïdes. D) Ectoderme : anticorps anti-alpha foeto-protéine (protéine produite au stade fœtal). E) 
Mésoderme : anticorps anti-muscle lisse (SMA). F) Endoderme : anticorps anti-GFAP (protéine glio-fibrillaire acide). Les 
barres d’échelles correspondent à 200 µm pour (A) et (C) et 100 µm pour (B) et (C-F). 
Comme décrit précédemment, les marqueurs épigénétiques peuvent être déterminés par 
immunoprécipitation de la chromatine (Chip) ou séquençage. Enfin, les éventuelles anomalies 
chromosomiques peuvent être observées grâce à un caryotypage.  
Caractérisation in vivo  
De façon similaire à la formation des EBs in vitro, la formation de tératomes permet de valider la 
pluripotence des cellules iPS. Les tératomes sont des tumeurs bénignes composées de différents 
types cellulaires différenciées et pouvant produire des tissus dérivés des trois feuillets 
embryonnaires. Concrètement, cela consiste à injecter les cellules souches (généralement par voie 
sous-cutanée) dans un modèle murin immunodéficient, tolérant aux xénogreffes (Gutierrez-Aranda 
et al., 2010). Environ un mois et demi après, la tumeur pourra être prélevée pour analyses 
histologiques (Figure 27). La formation de tératome reste à ce jour la technique de prédilection pour 
évaluer la pluripotence des cellules iPS.   
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Figure 27 : Dérivation en trois feuillets embryonnaires d’un tératome (Takahashi et al., 2007).  
En plus de cette caractérisation fonctionnelle, il est possible de réaliser des souris chimériques en 
injectant les cellules iPS (uniquement d’origine murine) directement au sein du blastocyte d’une 
souris gestante. La production d’un organisme complet et viable soulignera la capacité des cellules 
iPS générées à se différencier dans les trois feuillets embryonnaires (Zhao et al., 2009). 
Ainsi, la reprogrammation de cellules différenciées met en avant la plasticité cellulaire. Les cellules 
iPS constituent une alternative aux cellules souches embryonnaires et offrent de nouvelles 
perspectives pour la recherche thérapeutique et la modélisation de pathologies notamment 
neurodégénératives où l’accès aux cellules nerveuses reste difficile.  
3- Modélisation in vitro des maladies neurodégénératives  
3.1 Modèles en deux dimensions : les cellules souches pluripotentes 
induites 
De nombreux protocoles de différenciation des cellules iPS en neurones ont été mis au point 
notamment pour modéliser les maladies neurodégénératives (Park et al., 2008) telles que la maladie 
d’Alzheimer (Yang et al., 2016), de Parkinson (Csobonyeiova et al., 2017) ou encore la sclérose 
latérale amyotrophique (Hedges, Mehler, et Nishimura, 2016).  
Deux exemples de maladies neurodégénératives familiales modélisées à l’aide de cellules iPS 
humaines 
A l’instar des ESTs, des formes familiales de la maladie d’Alzheimer ont été mises en évidence (Goate 
et al., 1991). Elles sont également caractérisées par une accumulation extracellulaire d’Aβ et une 
dégénérescence neurofibrillaire intracellulaire enrichie en protéine tau hyperphosphorylée. En 2012, 
les deux marqueurs de la pathologie ont été retrouvés dans des cellules iPS issues de patients (Israel 
et al., 2012). Récemment, Muratore et ses collaborateurs ont réussi à restaurer le phénotype 
d’augmentation de tau grâce à l’ajout in vitro d’anticorps anti-Aβ (Muratore et al., 2014). Ces travaux 
vont dans le sens de l’hypothèse de la cascade amyloïde en sous-entendant que l’accumulation 
anormale de tau serait la conséquence de la modification d’Aβ (Muratore et al., 2014). 
La maladie de Parkinson est caractérisée par une accumulation anormale d’agrégats protéiques 
majoritairement composés d’α-synucléine et la destruction des neurones dopaminergiques. Les 
formes familiales sont rares et représentent environ 15% des cas totaux. Grâce aux progrès 
techniques de différenciation des cellules iPS, il est actuellement possible de générer des neurones 
dopaminergiques (Soldner et al., 2009).   
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Ces neurones ainsi différenciés présentent une accumulation d’α-synucléine (Byers et al., 2011) et 
des défauts mitochondriaux (Nguyen et al., 2011), comme décrits chez l’Homme. Différentes 
approches thérapeutiques ont été testées sur les neurones dérivés de cellules iPS issues de patients 
parkinsoniens (revue : Cooper et al., 2012). 
Ainsi, les cellules iPS offrent la possibilité de modéliser les maladies neurodégénératives afin de 
tester de nouveaux médicaments candidats et d’appréhender les mécanismes physiopathologiques.  
Maladie à prions  
À ce jour, une seule équipe a généré des cellules iPS provenant de patient atteint d’une forme 
familiale de maladie à prion (Matamoros-Angles et al., 2017). La patiente âgée de 54 ans est la sœur 
du premier cas décédé de GSS avec une mutation Y218N sur le gène Prnp (substitution au codon 218 
d’une tyrosine par une asparagine) (Alzualde et al., 2010). L’analyse neuropathologique avait révélé 
d’importants dépôts de PrP anormaux et des neurodégénérescences neurofibrillaires enrichies en 
protéine tau hyperphosphorylée (Alzualde et al., 2010). Dans l’étude de Matamoros-Angles et ses 
collaborateurs, la reprogrammation des fibroblastes (biopsie cutanée) a été réalisée grâce à un 
rétrovirus exprimant les facteurs OSKM (Takahashi et Yamanaka, 2006). Les marqueurs de 
pluripotence ont été retrouvés dans ces cellules, appelées Y218N iPS. Les auteurs ont ensuite 
différencié les Y218N iPS en cellules nerveuses et mis en évidence différents marqueurs 
caractéristiques de la forme GSS humaine (non retrouvés dans les cellules iPS contrôles) tels qu’une 
astrogliose réactionnelle, la présence de la protéine tau hyperphosphorylée et une mort cellulaire. 
Toutefois, aucune accumulation anormale de PrP n’a été retrouvée ni de génération de PrPres 
anormale néoformée suite à l’exposition expérimentale de souches de prion murine et humaine. 
Cette étude suggère que les cellules Y218N iPS pourraient être un modèle d’étude pertinent des 
tauopathies et que des cellules iPS devraient être générées à partir d’autres formes de maladies à 
prions. 
3.2 Modèles en trois dimensions : les organoïdes neuro-ectodermiques 
Les organoïdes cérébraux, issus de la différenciation des cellules iPS, sont également capables de 
s’organiser en 3D. Contrairement aux neurosphères, ils miment au plus près la complexité du SNC 
grâce à une compartimentalisation répertoriant les différentes régions cérébrales et une 
hétérogénéité cellulaire.  
En 2011, le premier système de culture en 3D basé sur l’utilisation de cellules souches embryonnaires 
humaines a été mis au point afin de générer des structures présentant les caractéristiques 
morphologiques de la rétine (Eiraku et Sasai, 2011). Deux ans plus tard, grâce à l’utilisation du 
Matrigel® (support artificiel de la matrice extracellulaire, Corning®) Lancaster et son équipe ont 
obtenu des organoïdes neuroectodermiques, qualifiés de « mini-brain » (MB) à partir de cellules iPS 
humaines (Lancaster et al., 2013) (Figure 28). Ce protocole utilise uniquement des milieux de culture 
propices à la différenciation neurale (Lancaster et al., 2013 ; Lancaster et Knoblich 2014). En effet, 
aucune molécule chimique inhibant les voies de signalisations ne sont introduits pour induire cette 
différenciation.   
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Figure 28 : Mini-brain : organoïde cérébral, en trois dimensions, issu de cellules souches pluripotentes induites humaines 
(Lancaster et al., 2013).  
Les barres d’échelle représentent 200 µm. 
En parallèle, des organoïdes spécifiques d’une région cérébrale donnée ont été générés (facteur-
dépendant) mimant par exemple le cortex (Paşca et al., 2015) ou l’hypothalamus (Merkle et al., 
2015). Contrairement aux MBs, ces organoïdes spécifiques d’une région cérébrale ne retracent pas 
l’ensemble du processus de neurodéveloppement mais offrent l’avantage d’être plus reproductibles 
d’une structure produite à l’autre. Depuis différentes optimisations du protocole ont été mise en 
place (Jo et al., 2016).  
Initialement Lancaster et son équipe ont utilisé les MBs afin de modéliser la microcéphalie (Lancaster 
et al., 2013). Depuis les organoïdes cérébraux ont été utilisés dans la modélisation de différentes 
pathologies à partir de cellules iPS provenant de patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Choi et 
al., 2014 ; Raja et al., 2016) ou d’autisme (Mariani et al., 2015). Enfin, plusieurs équipes ont utilisé les 
organoïdes cérébraux afin d’appréhender les mécanismes physiopathologiques mis en place suite à 
une infection par le virus Zika (Garcez et al., 2016). 
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Les ESTs humaines et animales se distinguent des autres maladies neurodégénératives par la 
présence d’une protéine infectieuse et transmissible. En 1996, l’apparition des premiers cas de vMCJ 
chez l’Homme suite à l’ingestion de produits bovins contaminés fait craindre une dissémination inter-
espèce rapide et massive de l’agent responsable (Will et al., 1996). Grâce à la mise en place de 
plusieurs mesures de prévention, les incidences des nombres de cas d’ESB et de vMCJ associés, ont 
diminué de façon significative. Actuellement, ce mode de contamination primaire est d’ailleurs 
considéré comme maîtrisé. Toutefois, la description de trois cas de vMCJ secondaires à des actes 
transfusionnels au RU relance les inquiétudes (Llewelyn et al., 2004 ; Wroe et al., 2006 ; HPA, 2007). 
Ce risque est accentué par d’une part l’absence de test systématique de détection de l’infectiosité au 
moment du don de sang, et d’autre part par une prévalence de porteurs asymptomatiques plus 
importante que prévue d’environ 1/2000 (Gill et al., 2013). Ces individus pourraient ainsi constituer 
un réservoir potentiel pour les contaminations secondaires inter-humaines. 
Des travaux antérieurs réalisés au sein du laboratoire avaient évalué expérimentalement le risque 
transfusionnel chez le macaque cynomolgus, l’un des modèles les plus pertinents en termes de 
physiopathologie humaine. Ces travaux ont permis de : (i) confirmer la sensibilité du macaque à 
l’infection prion suite à des actes transfusionnels et de (ii) mettre en évidence l’apparition de 
syndromes, jamais décrits jusqu’alors appelés myélopathies (Lescoutra et al., 2015 ; Comoy et al., 
2017). Ce syndrome myélopathique est caractérisé par des atteintes médullaires ainsi qu’une 
absence de détection de PrP anormale avec les techniques classiquement utilisées. Il a aussi été mis 
en évidence que ce phénotype atypique était transmissible à des souris conventionnelles (Comoy et 
al., 2017).   
Au regard de cette forme d’expression inattendue de maladies à prion, les travaux de ma thèse 
portent sur l’étude expérimentale de la physiopathologie des différents phénotypes observés chez 
les macaques transfusés (souches dites « classiques » et myélopathiques), à travers l’étude des 
mécanismes de réplication périphériques (étude A) et centraux (étude B).  
Étude A : Évaluation descriptive de la réplication périphérique 
L’un des objectifs de mon projet doctoral a été d’étudier les mécanismes périphériques conduisant à 
l’établissement soit d’une vMCJ soit d’un phénotype myélopathique. Dans un premier temps, nous 
avons procédé à un état des lieux de la réplication périphérique chez les macaques transfusés en 
analysant en immunohistochimie les organes lymphoïdes (rates et ganglions lymphatiques).  
Dans un second temps, nous avons voulu déterminer si les organes lymphoïdes, et tout 
particulièrement la rate, supportaient la réplication périphérique des prions associés au phénotype 
myélopathique comme cela est décrit dans les maladies à prions « classiques ». Nous avons ainsi 
exposé par voie intraveineuse des souris immunodéficientes à différentes souches myélopathiques. 
Une partie de ces résultats sont présentés sous forme d’article (Rontard et al., 2017, en préparation).  
Afin de déterminer si ces formes atypiques sont spécifiques aux macaques ou pertinentes chez 
l’Homme, ces travaux ont été complétés par une étude descriptive de rates issues de différentes 
espèces (humains, primates non-humains, ruminants et rongeurs). Une partie de ce projet a été 
financé par l’ANR « UnmaskingBloodPrion » dont l’objectif général est de détecter des prions 
cryptiques dans le sang (2016 – 2018). 
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Étude B : Mise en place d’un modèle cellulaire d’infection par différentes souches de prions  
Afin de pouvoir étudier les mécanismes centraux impliqués dans ces phénotypes atypiques, nous 
avons souhaité disposer d’un modèle alternatif à l’expérimentation animale présentant de longues 
périodes d’incubation. Notre stratégie a consisté à utiliser un modèle récemment décrit d’organoïde 
neuroectodermique, appelé « Mini-brain » (MB), dérivé à partir de cellules souches pluripotentes 
induites humaines (Lancaster et al., 2013). Ce projet, pour partie financé par la fondation des 
patients CJD (2015) et l’ANR « UnmaskingBloodPrion project » (2016 – 2018), va conduire à la 
soumission d’un second article (Rontard, Levavasseur, et al., 2017 ; en préparation).  
À mon arrivée au laboratoire en 2014, la génération des MBs n’était encore qu’aux prémices de son 
développement puisque décrite depuis moins d’un an (Lancaster et al., 2013 ; Lancaster et Knoblich, 
2014). Par ailleurs, cette technologie a été mise en place très récemment au laboratoire par Serena 
Pavoni (doctorante au CEA-SEPIA de 2013-2017). L’objectif de son projet de thèse était de 
développer un modèle d’étude d’interactions de la PrPC et de l’Aβ (Pavoni et al., 2017, en 
préparation).  
Dans un premier temps, la mise en place de ce modèle a nécessité la maîtrise technique de cette 
méthode de culture en trois dimensions, et la caractérisation des structures organoïdes ainsi 
générées. Dans un second temps, deux stratégies d’exposition à des souches de prion ont été testées 
sur des MBs issus de cellules humaines. Une fois la preuve de concept que les MBs pouvaient être 
utilisés en tant que modèle d’infection, nous avons décliné le protocole de génération des 
organoïdes à partir de cellules souches pluripotentes simiennes et murines.  
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Cinquième partie : Résultats 
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Chapitre I : Rappels des résultats précédemment 
obtenus  
Nos travaux ont eu pour but principal d’évaluer expérimentalement le risque prion en termes de 
santé publique lié aux actes transfusionnels et aux porteurs asymptomatiques. Ils se basent sur le 
modèle développé au laboratoire depuis de nombreuses années d’infection expérimentale du 
macaque cynomolgus (Figure 29). Comme décrit précédemment, ce modèle reste l’un des plus 
pertinent dans l’étude des maladies à prions humaines en termes de symptomatologie, 
physiopathologie, susceptibilité aux souches humaines, espérance de vie et proximité des séquences 
de la PrPC. Dans le cadre de l’évaluation du risque transfusionnel, ce modèle offre également 
l’avantage d’utiliser des volumes sanguins, proportionnellement au poids, équivalents à ceux décrits 
en médecine humaine. 
 
Figure 29: Mode opératoire d’inoculation d’agents infectieux par voie intraveineuse des macaques cynomolgus.  
Au total, 52 macaques cynomolgus ont été exposés par voies intraveineuse (IV) à différents produits sanguins (sangs issus 
de primates contrôles, de macaques exposés aux souches d’encéphalopathie spongiforme bovine (ESB) ou de la variante de 
la maladie de Creutzfeldt-Jakob (vMCJ), et prélevés en phase clinique ou asymptomatique). À titre de contrôle, 
deux macaques ont été transfusés avec des homogénats sains. Sur les 27 macaques présentant des signes cliniques 
neurologiques, 17 ont développé le tableau attendu d’une encéphalopathie spongiforme transmissible (EST). Les 10 autres 
ont présenté un syndrome myélopathique transmissible à différents modèles murins.  
Ces résultats obtenus précédemment à mon arrivée au laboratoire portent sur l’étude de 
50 macaques transfusés avec des produits sanguins ou cérébraux dérivés d’individus exposés aux 
agents de l’ESB ou de la vMCJ (Figure 29). Au total, 46% des macaques exposés sont à ce jour 
asymptomatiques et parmi eux peuvent figurer des porteurs asymptomatiques comme cela a déjà 
été décrit chez l’Homme. Sur les 27 macaques présentant des signes cliniques, 63% ont développé 
une maladie à prion similaire associée aux marqueurs décrits chez l’Homme (spongiose, gliose et 
accumulation de PrPres dans les organes périphériques et le SNC). Les 10 autres macaques transfusés 
ont développé un syndrome myélopathique (Lescoutra-Etchegaray et al., 2015 ; Comoy et al., 2017).  
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Les analyses histologiques soulignent que le syndrome myélopathique (n = 10 macaques transfusés) 
est caractérisé par une atteinte médullaire sans implication notable des structures cérébrales 
(Tableau 18). Une démyélinisation associée à une perte des neurofilaments est observée dans les 
cordons postérieurs de la moelle épinière et dans la zone maculaire des nerfs optiques, et ce de 
façon cohérente avec respectivement les pertes de sensibilité et de vision fine décrites lors des 
examens cliniques de ces animaux. En parallèle, des lésions de pseudo-nécrose sont présentes dans 
les cornes antérieures de la moelle épinière, centrées sur les cervicales bases mais pouvant être plus 
étendues (de la 4ème cervicale à la 5ème dorsale), ainsi qu’au niveau du noyau spinal du nerf trijumeau 
dans le tronc cérébral.  
Les analyses biochimiques ne révèlent pas de PrPres chez les macaques développant un syndrome 
myélopathique. Un traitement enzymatique à la PNGase F a été réalisé afin de mettre en évidence 
les formes déglycosylées de la PrPC. Ces travaux révèlent une faible expression voire une absence de 
PrPC pleine longueur et du fragment C2 chez les macaques myélopathiques par rapport aux individus 
sains (Travaux de thèse de Nina Jaffre, 2010-2014). 
Tableau 18 : Principales caractéristiques lésionnelles des macaques cynomolgus transfusés. 
 EST (17/27) Myélopathique (10/27) 
Symptomatologie Hyperactivité/ Agressivité Troubles de la vision fine 
Atteinte des membres supérieurs : ataxie, 
perte de sensibilité et des gestes fins  
PrP (rate, cv, me) + Absence de PrP détectable1 
Atteinte (cv) + - (Tractus optique/ tronc cérébral) 
Atteinte (me)  + + 
Nature des 
lésions  
Spongiose, gliose, perte 
neuronale  
Démyélinisation de la substance blanche, 
lésion substance grise (statut spongiosus à 
pseudo-nécrose) 
1Prétraitement enzymatique par la protéinase K suivi d’une immunodétection en WB, ELISA et IHC/ 
utilisation de méthodes acellulaires (PMCA, QuIC).  
Cv : cerveau/ EST : encéphalopathie spongiforme transmissible/ me : moelle épinière 
Récemment, la transmissibilité du syndrome myélopathique à des souris conventionnelles (modèle 
Swiss) a été mise en évidence suite à des inoculations par voies intracérébrales et intraveineuses 
d’homogénats cérébraux ou de sang total (Comoy et al., 2017). Ces souris présentent des atteintes 
des membres postérieurs. L’analyse post-mortem révèle une spongiose dans le cerveau et/ ou la 
moelle épinière, avec ou sans PrPres (Figure 30). Ainsi, seule une partie des caractéristiques des 
maladies à prions est retrouvée. Ces atteintes, observées chez les souris exposées, ont été qualifiées 
de phénotypes incomplets et seront dénommés atypiques dans la suite du manuscrit. 
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Figure 30 : Phénotypes observés chez les souris conventionnelles suite aux inoculations par voies intraveineuse et 
intracérébrale de souches classiques et atypiques (d’après Comoy et al., 2017).  
Les macaques transfusés présentant des signes cliniques ont développé soit une variante de la maladie de Creutzfeldt-Jakob 
(vMCJ, bleu) soit un syndrome myélopathique (rouge). Chez les souris conventionnelles, Swiss, trois phénotypes sont 
observés : une vMCJ (répertoriant l’ensemble des caractéristiques des maladies à prions), des syndromes atypiques centrés 
sur la moelle épinière (forme spinale) ou sur le cerveau (forme cérébrale).  
Ainsi, le syndrome myélopathique décrit chez les macaques transfusés et les phénotypes incomplets 
observés chez les souris exposées ne répondent pas aux critères de diagnostic actuels des maladies à 
prions (spongiose et accumulation de PrP pathologique dans le cerveau). Si de telles formes 
atypiques existent chez l’Homme, elles ne seraient donc pas diagnostiquées comme maladies à prion 
mais comme une autre entité pathologique. De plus, le caractère transmissible de ces formes amène 
tout un questionnement sur un éventuel risque en termes de santé publique.  
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Chapitre II : Évaluation descriptive de la réplication 
périphérique (étude A) 
1- Apparition de phénotypes atypiques suite à des expositions 
périphériques  
Résumé des résultats en cours de soumission (Rontard et al., 2017 ; en préparation) dont une partie 
a été présentée sous forme de présentation affichée au congrès Prion (Édimbourg, mai 2017).  
L’objectif général de cet article est d’évaluer expérimentalement le risque lié aux porteurs 
asymptomatiques dans le cadre des actes transfusionnels grâce au macaque cynomolgus. Dans un 
premier temps, la présence de PrP anormale a été recherchée dans le sang et les organes lymphoïdes 
(ganglions lymphatiques et rate) des différents macaques transfusés au sein du laboratoire (vMCJ et 
myélopathiques). Dans un second temps, l’infectiosité des produits sanguins issus des macaques 
transfusés a été évaluée expérimentalement dans deux modèles murins : un premier conventionnel 
(modèle Swiss) et un second immunodéficient (NSG).  
Caractérisation des organes périphériques chez les macaques transfusés  
L’analyse en IHC de l’ensemble des ganglions lymphatiques disponibles pour chacun des macaques 
inclus dans cette étude (n = 17 vMCJ et n= 10 myélopathiques) a été faite. Une forte hétérogénéité 
d’accumulation de PrP anormale dans les ganglions lymphatiques est observée chez les macaques 
transfusés. Concrètement, sur les 27 macaques seuls 55% présentent une réplication périphérique 
détectable dans les ganglions lymphatiques (86% de réplication quand on se restreint seulement aux 
macaques transfusés développant une vMCJ).  
La mise en évidence de phénomènes d’agrégation de la PrP dans le sang a été menée en parallèle, à 
l’aide de la méthode acellulaire d’amplification de PMCA en collaborations avec le docteur Olivier 
Andréoletti (INRA, Toulouse) et ses collègues. La PMCA offre l’avantage d’être sensible à l’agent de la 
vMCJ de macaque contrairement à la QuiC. L’analyse de la rate des macaques transfusés 
développant une vMCJ souligne que ceux présentant une forte positivité dans les organes 
lymphatiques ont également une forte accumulation de PrPres dans la rate. Ces données semblent 
indiquer l’existence d’une corrélation forte entre l’accumulation de PrP anormale dans les organes 
périphériques et l’infectiosité dans le sang.   
Concernant les 10 macaques transfusés développant un syndrome myélopathique, trois d’entre eux 
présentent des dépôts anormaux de PrP dans les organes périphériques. De plus, la majorité des 
macaques myélopathiques n’ont pas de PrPres détectable dans la rate (ELISA et WB) ni de 
phénomènes d’agrégation dans le sang (PMCA).  
Ainsi, l’analyse des différents macaques transfusés souligne le lien entre la présence de PrP anormale 
dans les organes périphériques et la forte infectiosité dans le sang. Le risque transfusionnel de la 
vMCJ se limiterait ainsi aux donneurs ayant la plus forte réplication périphérique, qui sont attendus 
minoritaires dans la population générale. Ce risque est réduit par une série de mesures mises en 
place afin de garantir la sécurisation des actes transfusionnels (exclusion des donneurs, 
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leucoréduction, procédés de fabrications, …). Toutefois, les différentes transmissions réalisées dans 
les modèles murins conduisent à l’apparition de phénotypes atypiques quels que soient les niveaux 
de réplication périphérique des donneurs, suggérant ici un risque transfusionnel correspondant plus 
important. 
Enfin, une grande hétérogénéité d’accumulation de PrP anormale est retrouvée dans les ganglions 
lymphatiques des macaques transfusés (vMCJ et myélopathiques). En effet, bien qu’un nombre 
conséquent de follicules ait été analysé (200 minimum/ animal), certains macaques vMCJ présentent 
peu voire aucun dépôt anormal de PrP dans les organes périphériques. Ces résultats suggèrent une 
faible valeur prédictive négative des études réalisées sur les organes lymphoïdes. Par conséquent la 
prévalence des porteurs asymptomatiques, déterminée sur la base de pièces post-opératoires 
d’organes lymphoïdes, pourrait être sous-estimée.  
Étude de l’infectiosité sanguine grâce à deux modèles murins  
La seconde partie de ce travail réalisée grâce à des modèles murins a pour objectif la compréhension 
des mécanismes de réplication périphérique suite à une exposition périphérique ainsi que la 
caractérisation des souches myélopathiques. Notre stratégie expérimentale a été d’inoculer par voies 
IV et IC (à titre de contrôle) à un modèle murin immunodéficient (NSG), différents inocula provenant 
de macaques ayant développé une vMCJ ou un syndrome myélopathique. Ces données ont été mises 
en parallèle à celles déjà obtenues et publiées en utilisant des souris conventionnelles (Swiss) 
(Comoy et al., 2017).  
L’exposition périphérique par voie intraveineuse à des souches de vMCJ conduit à l’apparition de 
vMCJ et de phénotype atypique chez les souris conventionnelles (Swiss) tandis que les souches 
myélopathiques conduisent uniquement à des phénotypes atypiques associés ou non à la présence 
de PrPres. De plus, la présence de PrP anormale valide l’appartenance des syndromes myélopathiques 
au large spectre des maladies à prions. Contrairement au modèle murin conventionnel, les souris 
NSG exposées aux mêmes inocula par voie périphérique développent uniquement des phénotypes 
atypiques, tandis que la vMCJ est bien transmissible par voie intracérébrale. Ces données permettent 
d’émettre l’hypothèse que les souches myélopathiques sont capables de transmettre une maladie à 
prions avec une réplication périphérique, si elle existe, indépendante d’un système immunitaire 
fonctionnel. 
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ABSTRACT  
The replication of prions in lymphoid organs before neuroinvasion constitutes the basis of prevalence 
studies and developing diagnostic strategies, that are set up to assess and manage the secondary 
transfusional risk of variant Creutzfeldt-Jakob disease (vCJD). Consequently, the revelation of the 
existence of healthy carriers of vCJD infection, which could be more than 100-fold more numerous 
than the reported clinical patients, questions the real magnitude of this risk. Notably, we have 
recently shown in cynomolgus macaques and conventional mice that the transfusion of 
contaminated blood products efficiently transmits vCJD, but also unexpected incomplete disease 
phenotypes (corresponding to a myelopathic syndrome in macaques) that escape the current criteria 
of prion diseases. These experimental models of human prion diseases constitute a unique 
opportunity to evaluate the relationship between peripheral replication and blood infectivity. In the 
present study, we observed in intravenously-contaminated vCJD macaques a highly heterogeneous 
intra- and inter-individual distribution of apparent peripheral replication in lymphoid organs that 
appeared to be correlated to blood prion burden. These observations suggest that prevalence studies 
would minimize the real magnitude of vCJD healthy carriage, but the efficiency of vCJD transmission 
through transfusion would be limited to the donors with the highest peripheral levels of infectivity, 
confirming thus the pertinence of ante mortem blood screening to secure blood transfusion against 
vCJD. Conversely, peripheral replication in lymphoid organs of myelopathic primates was rarely 
detected with current techniques, and incomplete prion phenotypes could be transmitted to mice 
through transfusion in the absence of functional immune system. The masked prion strains 
associated to those atypical phenotypes would involve peripheral mechanisms different from vCJD, 
independent of the immune system: if such forms should exist in humans, they would escape those 
epidemiological and diagnostic tests. 
Keywords: cynomolgus macaques - immunodeficient mice – peripheral replication – prion diseases – 
transfusional risk – immune system 
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ABBREVIATIONS: BSE = bovine spongiform encephalopathy; CNS = central nervous system; FDC = 
follicular dendritic cells; GALT = gut associated lymphoid tissue; HE = hematoxylin eosin; IC = 
intracerebral; IHC = immunohistochemical; IV = intravenous; LN = lymph nodes; NSG = non-obese 
diabetic SCID gamma; PrP= prion protein; RBC = red blood cell; TSE = transmissible spongiform 
encephalopathy; UK = United Kingdom; vCJD = variant Creutzfeldt-Jakob disease; 
 
Transmissible Spongiform Encephalopathies (TSEs), or prion diseases, are a group of 
incurable neurodegenerative disorders affecting humans (Creutzfeldt-Jakob disease, CJD) and 
animals. They are characterized by the accumulation of abnormal isoform of prion protein in the 
Central Nervous System (CNS) and pathological features including tissue (spongiform changes) and 
cellular (astrogliosis and neural loss) lesions. During the past decades, the large epizooty of Bovine 
Spongiform Encephalopathy (BSE) in cattle has resulted in a massive exposure of European 
consumers through contaminated food [1]. Fortunately, the reported number of resulting variant-
CJD (vCJD) cases [2] is to date limited to 228 cases worldwide, suggesting a high cattle-to-human 
species barrier [3]. However, a second risk for public health safety exists related to inter-human 
transmission through blood and blood-derived products: in the United Kingdom (UK), four cases of 
vCJD infection were reported to be linked to contamination through transfusion with Red Blood Cells 
(RBCs) [4–7] and a fifth case presumably through plasmatic derivatives [8]. Precautionary measures 
including ban of blood donation [9] and systematic deleukocytation [10] have been put in place to 
limit this mode of contamination, but plasma remains a potential infectious source of contamination. 
After peripheral administration, prions first replicate in peripheral tissues before invading the 
nervous system [11]: during this long asymptomatic phase, the peripheral replication occurs within 
the follicles of secondary lymphoid organs including lymph nodes, spleen and gut associated 
lymphoid tissue (GALT) [12,13]. On this basis, immunohistochemical analyses of the presence of 
abnormal PrP deposition in archived appendectomy pieces were recently performed and identified 
16 positive among 32441 tested appendices [14]: the prevalence of clinically-silent infected 
individuals in UK would be estimated 1/2000, around 200-fold more numerous than detected clinical 
patients. These unexpected healthy carriers should be considered as potent blood and tissues donors 
[15]. As a supplementary measure for improving transfusion safety towards prions, different 
promising ante mortem tests are currently under development [16–19]: most of them are able to 
detect blood infectivity prior to the onset of clinical signs, but none is to date validated for routinely 
screening blood donors.  
The experimental model of cynomolgus macaque is reputed to be highly relevant to model 
human situation towards vCJD [20–24] and it is proposed to serve as blood collection to validate 
those diagnostic test candidates [25]. Notably, vCJD is transmissible in this model through transfusion 
of blood products derived from infected-donors [26,27], with volumes that are proportional to the 
volumes used in human transfusion according to the weight of recipients. In parallel, it is to note that 
several transfused macaques developed a different neurological pathological entity based on spinal 
cord and brainstem involvement that turned out to be a distinct phenotypic expression of the prion 
infection [27]. The occurrence of this myelopathic syndrome in macaques and incomplete prion 
phenotypes in transfused conventional mice question the amplitude of transfusional risk in human 
population.  
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The parameters and conditions driving the blood infectivity are not well defined: notably, the 
duration of the asymptomatic period during which a real transfusional risk exists is to date unknown. 
As a first set of evidences to determine the conditions for an efficient transfusional transmission of 
vCJD, we analyzed the presence of abnormal PrP in peripheral organs of several macaques 
peripherally exposed to vCJD and their ability to transmit disease through their blood.  
MATERIALS AND METHODS 
Ethic statements  
Macaques and mice were housed and handled in accordance with the European Directive 2010/63 
related to animal protection and welfare in research, and were under constant internal surveillance 
by veterinarians. Social enrichment was a constant priority with individual activities and feeding 
controlled according to the risk of infection. Animals were handled under anaesthesia to limit stress, 
and euthanasia was performed for ethical reasons when animals lost autonomy. CETEA ethical 
committee approved the present experiments (approvals 12-020, 12-067, 12-072 and 16-034). The 
sizes of experimental groups were defined in accordance with the “reduction” and “refinement” 
concepts of 3R’s, depending on the respective expected rates of transmission. According to the 
specificity of the macaque model, each case is to be considered as single clinical case. 
Experimental animals 
Captive-bred 2-5-year-old male cynomolgus macaques (Macaca fascicularis) were provided by 
Noveprim (Mauritius), checked for the absence of common primate pathogens before importation, 
and handled in accordance with national guidelines. They were all Met/Met homozygous at codon 
129 of the prion protein gene (PRNP). Six weeks-old female Swiss ND4 and Non-obese diabetic (NOD) 
SCID gamma (NSG) (NOD.Cg-PrkdcscidIl2rgtm1Wjl/SzJ) mice were provided by Janvier Labs (France). NSG 
mice are characterized by a severe immunodeficiency with an absence of T/ B cells, no functional NK 
cells [28]. Animals were housed in level-3 animal care facilities (agreement numbers A 92-032-02 for 
animal care facilities, 92-189 for animal experimentation) and regularly examined at least once a 
week. No statistical randomization method was used to allocate animals to experimental groups. 
Samples for biochemical and histological analyses were coded (two different codes) and respective 
investigators were blind during analyses. 
Intravenous exposure of cynomolgus macaques 
Cynomolgus macaques were exposed through the intravenous (IV) route to brain or blood products 
issued from vCJD-exposed donors. Details are provided in Table I. Clarified brain homogenates were 
obtained after successive cycles of sonication / centrifugation, according to a previously described 
protocol [26] selected as a representative of the different protocols proposed to model blood 
infectivity [29]. Blood samples were sampled in citrate buffer and fractionated, if any, as previously 
described [27]. After development of clinical signs, animals were euthanized by IV injection of 
pentobarbital. Brain, spinal cord, spleen, and several lymph nodes (mandibular, inguinal, axillary, 
mesenteric, popliteal, and tonsils) were collected for biochemical and immunohistochemical 
analyses.  
Bioassay in murine models 
Mice were inoculated through IV or intracerebral (IC) routes with brain homogenates (in a 5% 
glucose solution) or blood products derived from vCJD or myelopathic macaques. We used healthy 
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brain and blood as negative controls, and as positive control the brains derived from mice infected 
with the mouse-adapted BSE strain 6PB1 [30,31]. After anesthesia through the intraperitoneal route 
with ketamine (75 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg), mice were IC inoculated in the right parietal 
cortex (20 l of 1% brain homogenates). IV injections of 200 l of blood samples or brain 
homogenates (0,1% wt/vol) were performed on vigil animals. Mice were examined weekly during the 
preclinical period and daily during the clinical period. At the onset of clinical signs (motor 
impairment, weakening, wasting) or at the end of the study, the animals were euthanized by 
pentobarbital injection (180 mg/kg). The presence of pathological prion protein (biochemical and 
immunohistochemical approaches) and lesions was assessed in their brain and their spinal cord.  
Biochemical PrP analysis.  
PrP was purified according to the TeSeE purification protocol (Bio-Rad). Purified samples were 
detected by ELISA (TeSeE kit for primate samples [26], or a specific ELISA using Saf-53 as the capture 
antibody and 11C6 as the detection antibody for mouse samples [32]).  
Histopathology and immunohistochemistry  
CNS tissues were fixed in 4% formalin for histological examination. Spongiform changes were scored 
on hematoxylin-eosin (HE) stained slides and neuronal lesions on Luxol-fast blue stained slides. 
Peripheral tissues from macaques were fixed in Carnoy’s fluid. Deposits of abnormal PrP were 
detected using the Discovery Automated IHC Stainer (Ventana). After epitope retrieval with 
guanidinium thiocyanate 4M for 16 minutes, PrP was evidenced using the monoclonal antibody 3F4. 
For each lymph node of each macaque, the number of positive and total lymphoid follicles were 
scored.  
PMCA reactions 
A transgenic mouse line that expresses ovine A136R154Q171 PrP variant PrPc (tgShXI) was used to 
prepare the PMCA substrate as previously described [33,34]. PMCA amplification was performed as 
previously described [17]. Each PMCA run included a reference vCJD sample (10% brain homogenate) 
as a control for the amplification efficiency. Unseeded controls (1 unseeded control for 8 seeded 
reactions) were also included in each run. PMCA reactions were seeded with 1/50 diluted tissues 
homogenates (10% weight/volume). For each sample, at least four replicates were tested in two 
independent runs. Control sample was serially diluted ten-fold (10-2 to 10-10) before being used to 
seed PMCA reactions. Samples were submitted to five successive amplification rounds, each 
composed of 96 cycles (10s of sonication-14 minutes and 50 seconds of incubation at 39.5°C) in a 
Qsonica700. After each round, (i) reaction products (1 volume) were mixed with fresh substrate (9 
volumes) to seed the following round while (ii) a part of the same product was analysed by Western 
Blot (WB) for the presence of PK resistant PrP as previously described [17]. Immunodetection was 
performed using two different monoclonal PrP-specific antibodies, Sha31 (1 µg/ml) [35], and 12B2 (4 
µg/ml) [36], which recognize the amino acid sequences YEDRYYRE (145-152), and WGQGG (89-93) 
respectively.  
RESULTS 
Intra- and inter-individual heterogeneity of abnormal PrP distribution in lymphoid organs 
We included in this study 27 cynomolgus macaques exposed to vCJD-infected brain or blood 
products through the intravenous route: 17 developed clinical vCJD whereas 10 developed a 
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myelopathic syndrome (table I). For each animal, euthanasia was performed at the terminal stage of 
the disease and lymphoid organs were sampled during their autopsy. The presence of PrPres in their 
spleens was assessed through ELISA, providing a semi-quantitative estimation of their positivity, and 
the presence of abnormal PrP in several of their lymph nodes was analyzed through IHC (observation 
of 110 to 1713 follicles per animal respectively). 
Among the 17 clinically-affected vCJD animals, the peripheral distribution of abnormal PrP was 
widely heterogeneous despite intravenous exposures susceptible to spread infectivity in the whole 
body (Fig. 1 and Fig.2), ranking from no (one animal, #5, Fig.1a) or few (Fig. 1b) apparent 
accumulation in spleen and lymph nodes, to the positivity of all the lymphoid organs tested (two 
animals, #10 and #20, Fig. 1c). This heterogeneity is notably observed between four replicate animals 
(macaques #10, #11, #12 and #13) that were identically inoculated the same day and that all 
exhibited clinical signs 29 to 33 months post inoculation. We did not evidence obvious correlation 
between the degree of positivity and the anatomical location of the studied lymph nodes. 
As an illustration of this heterogeneity, vCJD macaques were ranked in Fig. 2 according to their 
apparent peripheral replication. To go further in details, seven spleens were strongly positive using a 
highly sensitive biochemical approach, seven other ones were weakly positive (including 3 very close 
to the background, macaques #6, #11 and #12) and the three last ones were found negative 
(macaques #5, #7 and #13). Taking all these animals together, 1,745 among the 10,065 analyzed 
follicles (17%) exhibited abnormal PrP deposition, bringing 199 lymph nodes to be considered as 
positive among 357 (56%). Among these positive lymph nodes, only 32 of them (16%) exhibited PrP 
accumulation in more than half of the observed follicles. Practically, between 2% and 24% of follicles 
present were positive in 99 positive lymph nodes (44%); between 25% and 60% in 83 samples (47%) 
and 61% to 100% in 17 samples (9%).  
Among the 10 myelopathic macaques, no accumulation of abnormal PrP was detected in 7 animals, 
whereas two animals exhibited weak positivity in only one of their lymphoid organs each (spleen in 
macaque #16 and 7 positive among 336 follicles in the tonsil of macaque #8). The tenth macaque 
(#19, Fig. 1D) exhibited high levels of peripheral replication within spleen and two thirds (33/49) of 
its lymph nodes, a higher level than most of the vCJD macaques. It is to note that this animal was 
exposed to the same inoculum (red blood cells concentrates) as macaque #20, the vCJD macaque 
which exhibited the highest levels of peripheral replication.  
Blood infectivity in vCJD-exposed primates 
The infectivity of blood products derived from nine macaques (six vCJD and 3 myelopathic primates) 
sampled at the terminal stage of their disease was assessed through bioassay in Swiss mice after 
intravenous inoculation (Fig. 2). Partial transmission of vCJD was observed in recipient mice of the 
three vCJD macaques (#3, #9 and #10) with the highest levels of peripheral accumulation but not in 
recipient mice of the six other animals, suggesting a link between a high blood infectivity and levels 
of peripheral replication for the vCJD prion strain. Conversely, incomplete prion disease phenotypes 
were noticed in the nine groups of recipient mice whatever the initial levels of peripheral replication 
in the corresponding donor macaques. 
In macaques, transfusion of blood derived from “high-replication” macaque #9 transmitted vCJD to 
one macaque in 68 months (Fig. 2), whereas two macaques that were recipients of blood from “low-
replication” macaque #13 (spleen negative and only 68/999 positive follicles corresponding to 8/43 
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positive lymph nodes) are still asymptomatic 88 months post inoculation. Moreover, macaques #20 
and #26 developed vCJD 58 and 69 months respectively after having been transfused with pools of 
blood samples from macaques #8, #9, #10 #11, #12 and #13, and macaque #22 developed vCJD 52 
months after having been transfused with pools of blood samples from macaques #3, #4, #5, #6 and 
#7 (details have been already published[26]).  
Detection of abnormal PrP in buffy coats of twelve of those macaques was assessed by PMCA. All 
were detected as positive, except the two vCJD macaques (#5 and #13) with the lower, if any, 
peripheral replication. It is to note that the three blood samples that transmitted vCJD were detected 
as highly positive from the third round of PMCA. 
The role of immune system in peripheral replication 
Since myelopathic macaques are globally lacking apparent peripheral replication of PrPres into 
lymphoid organs, we aimed to evaluate the role played by the immune system into the 
physiopathology of the non-vCJD associated phenotypes studied here. Immunocompetent Swiss and 
immunodeficient NSG mice were thus exposed to brain or blood samples derived from vCJD and 
myelopathic macaques through either the intracerebral or the intravenous routes, and the disease 
phenotypes were characterized on the basis of the presence of PrPres and spongiform changes in the 
CNS. Results in Swiss mice were previously published and extensively defined the different kinds of 
disease phenotypes [27]. 
After intracerebral inoculation, NSG and Swiss mice exhibited similar results. Firstly, NSG mice are 
susceptible to the mouse-adapted BSE strain 6PB1 after incubation periods (181 +/- 5 days) similar to 
those obtained in immunocompetent mice (figure 3) [30,31]. Secondly, all the NSG mice exposed to 
vCJD-infected macaque brain developed clinical signs (table II). Seven of them (88%) exhibited 
cerebral PrPres and spongiform changes limited to the brainstem and spinal cord 446 +/- 20 days 
post exposure, whereas the eight animal (546 days) exhibited vacuolation strictly limited to the 
brainstem but no apparent PrPres. According to the incomplete phenotypes we previously described 
in mice, these animals exhibited bulbospinal (7 mice) and bulbar (1 mouse) profiles respectively [27]. 
When Swiss mice were exposed to the same inoculum, all the recipient mice developed a vCJD 
profile with shorter incubation periods (305 +/- 19 days), associating accumulation of PrPres and 
spongiform changes in the whole CNS (figure 3c). 
Thirdly, atypical phenotypes devoid of apparent PrPres accumulation were observed in around 40% 
of both NSG and Swiss mice intracerebrally inoculated with brain homogenate of myelopathic 
macaque #8. In NSG mice, atypical phenotypes were also observed in 4 (13%) mice exposed to brain 
samples issued from other myelopathic macaques. 
After intravenous exposure, the two mouse strains provided different results. Transmission of vCJD 
occurred in Swiss mice intravenously exposed to vCJD-infected brain (100%) or blood (2%), but no 
recipient NSG mice exhibited PrPres. Conversely, the same proportions of atypical phenotypes 
devoid of apparent PrPres accumulation (4 to 8%) was observed in all the groups of recipient Swiss or 
NSG mice. These results suggest that a functional immune system is compulsory for the peripheral 
replication of vCJD strain, but not for prion strains linked to incomplete prion phenotypes and 
primate myelopathy.  
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DISCUSSION 
In the present study, we analyzed the peripheral distribution of prions in vCJD experimentally 
infected cynomolgus macaques, as a key element for the risk assessment of inter-human 
transmission of vCJD: this experimental model is the outmost pertinent one to mimic the primary 
[22,24] and secondary [21,26,27] risks of vCJD for human public health, by combining a susceptibility 
to a similar spectrum of prion diseases, a similar physiology and proportional body parameters to 
humans. In the human situation, contaminations occurred mainly through the oral route, presuming 
a replication of prions targeting the lymphoid organs draining the digestive tract; here, we rather 
focused on primates exposed through the intravenous route for a theoretical wider spreading of 
peripheral replication, even if we previously demonstrated that in macaques the same distribution of 
PrPres occurred in lymphoid organs following oral or intravenous exposure [21].  
We scored for each animal the numbers of positive lymph nodes, and inside them the 
numbers of positive follicles. In parallel, the amount of PrPres in spleen was estimated through ELISA 
approach and the seeding activity of abnormal PrP in blood through PMCA. At all these levels of 
analyses, we observed a wide heterogeneity of prion replication in the lymphoid organs of vCJD-
infected cynomolgus macaques sampled at the terminal stage of the disease, without identifying an 
obvious correlation with the anatomical sites, the inocula or the incubation periods. At first sight, 
such a heterogeneous distribution may be considered as unexpected, but different observations in 
human vCJD already suggested such a situation. Indeed, at one extreme side of this panel, the total 
absence of apparent PrPres accumulation in a clinically vCJD-affected macaque (#5) is evocative of 
the previous reports by others about vCJD patients with extremely low, if any, detectable peripheral 
PrPres [37,38]. Moreover, in the last large scale survey on human appendixes, Gill et al. also reported 
an heterogeneity of the percentages of positive follicles in positive appendixes of asymptomatic 
individuals [14], with 7 (44%) positive appendices exhibiting positivity in 25% to 60 % of their follicles, 
while 4 (25%) and 5 (31 %) had more than 60% or less than 25% positive follicles respectively. In our 
primates sampled at the terminal stage of vCJD, a comparable heterogeneity was observed, even if 
the proportion of highly positive samples (positivity in more than 60 % of the follicles) was lesser (9% 
in primates versus 25% in humans, a statistically non-significant difference because of the low 
numbers of positive human appendices). This difference might be due to a preferential targeting of 
peripheral replication in appendices of orally-exposed individuals. 
As a supplementary aspect of the heterogeneous distribution of prion peripheral replication, 
153 (44%) of analyzed lymph nodes were found negative in vCJD-infected primates at the terminal 
stage of the disease, including a total of 3377 follicles (mean of 22 + 19 follicles per lymph nodes, 
ranging from 3 to 138 follicles per lymph node). It has been shown in sheep that peripheral 
replication is low at the early stages of incubation period and increases with time[39]: if these both 
observations in animal models are transposable to the human situation, the proportion of negative 
follicles would be increased in vCJD-infected individuals during the clinically silent incubation phase: 
thus the prevalence of healthy carriers recently reevaluated at 1/2.000 in UK [14] would be 
underestimated, in a proportion that remains to be defined. It must be reminded here than 10 
millions of UK inhabitants are supposed to have been exposed to BSE [40], i.e. more than 100-fold 
more people than the presumed numbers of healthy carriers [14].  
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At the opposite this notion liable to improve the risk of secondary transmission by increasing 
the prevalence of healthy carriers, our results suggest that the risk of transfusional transmission of 
vCJD would be limited to the donations issued from the few donors with the highest levels of 
peripheral replication, and this is in coherence with the low numbers of reported vCJD transfusional 
cases to date. Indeed, our transmission experiments in conventional mice and macaques are limited 
to a few number of samples, but successful transmissions are restricted to the samples associated to 
the highest global levels of peripheral replication in lymphoid organs. According to PMCA, vCJD 
seeding activity in blood would be a good image of this global peripheral replication: the blood of the 
vCJD-infected macaque devoid of peripheral replication (#5) was found negative by PMCA and was 
unable to transmit vCJD, whereas blood samples from macaques #3, #9 and #10 were found highly 
positive and transmitted vCJD. These results constitute a supplementary evidence that the PMCA 
technique used here, that previously demonstrated a high sensitivity as finding as positive several 
blood samples sampled two years before the onset of clinical signs[17,34], would be a pertinent basis 
to secure transfusion by eliminating the most dangerous samples even if unable to identify all the 
infected donors.  
For myelopathy, the situation is different. Indeed, the ability to transmit atypical prion 
phenotypes to mice through transfusion occurred whatever the apparent levels of peripheral 
replication of prion in primate donors as evidenced by the biochemical, immunohistochemical and 
amplification techniques we used in this study. Moreover, our results suggest that the onset of this 
unexpected prion disease is not supported by a peripheral replication that can be evidenced by the 
current techniques like those we used. Indeed, among the 10 myelopathic macaques included in this 
study, seven ones exhibited no apparent peripheral replication of abnormal PrP, and the three other 
ones were exposed to inocula that induced vCJD in replicates with consequent levels of peripheral 
replication (myelopathic macaque #8 received the same inoculum as vCJD macaque #9, myelopathic 
macaque #19 received the same inoculum as vCJD macaques #20 and #21, and myelopathic macaque 
#16 received deleukocyted RBCC corresponding to the whole blood transfused to macaque #22). The 
peripheral abnormal PrP evidenced in those three last primates might be the signature of the parallel 
replication of the vCJD strain. 
We wondered whether the absence of apparent peripheral replication in lymphoid organs of 
myelopathic macaques is due to a real absence of peripheral replication in those organs or to our 
capacity to detect it. We used NSG mice that combined a non-functional immune system and the 
susceptibility to vCJD prions and to incomplete related phenotypes. In those mice, the rates of 
incidence of incomplete prion phenotypes after peripheral exposure are similar to those observed in 
Swiss mice, whereas vCJD was not transmitted as expected. Those results indicate that the atypical 
prion strains linked to the incomplete prion phenotypes and macaque myelopathy do not need to 
replicate on a functional immune system before neuroinvasion after peripheral exposure. Either a 
direct neuroinvasion may occur as it may partially occurred in different immunodeficient models [41–
43], or a peripheral replication would occur elsewhere than at the level of the functional immune 
system. To date this point remains to be elucidated. 
As a conclusion, this study revealed that peripheral replication of vCJD prions is widely 
heterogeneous and cannot be considered as an ultimate criterion for vCJD diagnosis, whereas blood-
related masked prions rely on different peripheral mechanisms prior to neuroinvasion. At least three 
epidemiological consequences can be drawn here: (i) the prevalence of silent infected people might 
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be wider than expected when using conventional techniques; (ii) the transfusional vCJD risk would be 
limited to the highly infectious samples, that would be easily detected with current diagnostic 
techniques; (iii) masked prions are out of control with current techniques to date and would follow 
different pathophysiological mechanisms. New tools are needed to analyze and circumvent these 
newly described original prion strains. 
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Table I: List of primates included in the present study. 1,2,3,4,5,6The animals with the same 
superscript number received inocula of the same origin. 
Primate Inoculum Dose 
Incubation 
(months) 
Clinical 
period 
(months) 
Issue 
#01 Brain1 0.04 mg 47 4 BSE 
#02 Brain1 0.4 mg 30 3 BSE 
#03 Clarified brain2 10 mg 42 9 BSE 
#04 Clarified brain2 10 mg 45 12 BSE 
#05 Clarified brain2 10 mg 34 3 BSE 
#06 Clarified brain2 100 mg 33 2.5 BSE 
#07 Clarified brain2 100 mg 35 9 BSE 
#08 Clarified brain3 10 mg 42 3 Myelopathy 
#09 Clarified brain3 10 mg 47 3.5 vCJD 
#10 Clarified brain3 100 mg 33 7 vCJD 
#11 Clarified brain3 100 mg 33 5 vCJD 
#12 Clarified brain3 100 mg 32 6 vCJD 
#13 Clarified brain3 100 mg 29 8 vCJD 
#14 Deleukocyted blood4 40 ml 139 30 Myelopathy 
#15 Deleukocyted RBCC5 27 ml 30 2.5 Myelopathy 
#16 Deleukocyted RBCC5 27 ml 30 2 Myelopathy 
#17 Plasma 23 ml 23 0.5 Myelopathy 
#18 Plasma + buffy coat 40 ml 65.5 6 Myelopathy 
#19 RBCC6 24 ml 40 3.5 Myelopathy 
#20 RBCC6 24 ml 43 5 vCJD 
#21 RBCC6 24 ml 60 1 vCJD 
#22 Whole blood5 40 ml 50 2 BSE 
#23 Whole blood 20 ml 32 4.5 Myelopathy 
#24 Whole blood4 40 ml 141 5 Myelopathy 
#25 Whole blood 40 ml 29 8 Myelopathy 
#26 Whole blood6 40 ml 62 7 vCJD 
#27 Whole blood 40 ml 62 4.5 vCJD 
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Table II: Disease patterns of transmission in immunocompetent Swiss and immunodeficient NSG mice after IC or IV exposure to primate inocula. Among 8 
mice exposed per group, the vCJD or incomplete prion phenotypes observed are grouped as PrPres+ or PrPres- profiles as previously described[27].  
 
 
Immunocompetent Swiss mice Immunodeficient NSG mice 
Primate inocula N PrPres+ PrPres- Healthy N PrPres+ PrPres- Healthy 
Intracerebral 
        
vCJD brain 22 100% 0% 0% 8 88% 13% 0% 
Myelopathic #8 brain 10 0% 40% 60% 8 0% 38% 63% 
Other myelopathic brains 
    
31 0% 13% 87% 
Intravenous 
        vCJD brain 20 100% 0% 0% 8 0% 0% 100% 
vCJD blood 222 2% 6% 92% 23 0% 4% 96% 
Myelopathic brains 
    
47 0% 4% 96% 
Myelopathic blood 143 0% 6% 94% 24 0% 8% 92% 
         Healthy controls 60 0% 0% 100% 26 0% 0% 100% 
1 
  112 
Figures legends  
Figure 1: Immunodetection of abnormal prion protein, using 3F4 anti-PrP antibody, in peripheral 
lymph nodes of macaques exposed to BSE/vCJD infected inocula. In v-CJD macaques, the ratios of 
positive follicles in lymph nodes ranged from (A) no positive follicle (mesenteric lymph node, 
Macaque #5) or (B) few positive follicles (submaxillary lymph node, macaque #27) to (C) all the 
follicles to be positive (inguinal lymph node, macaque #20). In myelopathic primate #19, a strong PrP 
immunoreactivity was observed (axillary lymph node). 
Figure 2: Apparent peripheral distribution of prions in primates experimentally infected through the 
intravenous route. For the 27 primates (17 vCJD and 10 myelopathic primates numbered in table I), 
A) the percentage of positive follicles was scored for each lymph node (blue diamonds). For each 
animal, the ratio of total positive follicles / total follicles is mentioned (red bar). B) An estimation of 
the amount of PrPres detected in spleen by ELISA was provided as a color code: green = negative (OD 
< limit of detection) – orange = low accumulation (limit of detection < OD < 1.500) – red: high 
accumulation (OD > 1.500). C) The percentage of negative lymph nodes is mentioned for each 
macaque. D) The results of PMCA analysis of buffy coat sampled at the terminal stage are provided 
as a color code: red = positive results after 3 rounds of PMCA; orange = positive results after 4 rounds 
of PMCA; green = positive or low positive after 5 rounds of PMCA; blue = negative after 5 rounds of 
PMCA. E) Transmissions in Swiss mice and in macaques (red animals: vCJD transmission; green 
animals: no vCJD transmission; blue animals: occurrence of PrPres- prion diseases).   
Figure 3: Spongiform changes in immunocompetent and immunodeficient mice. Examples of 
spongiform changes observed in NSG or Swiss mice exhibiting a vCJD or a spinal profile are 
presented, in parallel to control NSG mice exposed to brain homogenates derived from healthy 
animals or mice infected with the 6PB1 mouse adapted BSE strain. Hemalun-eosin staining of 
thalamus (x100), brainstem (x100) or spinal cord (x200).  
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En parallèle de cet article, d’autres résultats complémentaires ont été générés.   
Dans un premier temps, nous avons validé le caractère immunodéficient de notre modèle d’étude 
murin, NSG. Puis, nous avons procédé à des ré-inoculations (passages secondaires) d’homogénats 
cérébraux, spinaux et spléniques des souris NSG à d’autres modèles murins.   
Dans un second temps, nous sommes allés plus loin dans l’analyse de la réplication périphérique en 
caractérisant différentes structures spléniques d’un large panel d’animaux (murins, simiens et 
ruminants).  
2- Caractérisation du modèle d’étude : souris NSG  
Au laboratoire, nous élevons au sein de notre animalerie une colonie de souris NSG. Leur caractère 
dommageable a conduit à un suivi individuel et particulier de ces animaux : gestion des plaies et des 
bagarres en isolant les animaux concernés avec mise en place de structures spécifiques 
d’enrichissement du milieu environnant dans la cage, autoclavage des aliments (préalablement 
irradiés) ainsi que du petit matériel (cages, grilles et biberons), système d’eau adoucie (filtrée à 
22 micromètres) et de marche en avant afin de limiter les risques de contamination exogène. 
L’ensemble de nos souris (modèles transgéniques et conventionnels compris) est maintenu dans une 
animalerie de niveau de confinement 3 dotée d’un système de ventilation avec présence de filtres à 
particules aériennes à haute efficacité (HEPA) permettant de s’affranchir d’un hébergement sous 
isolateur des souris immunodéficientes. Les souris NSG sont maintenues dans une pièce qui leur est 
dédiée afin de préserver leur statut.  
2.1 Matériels et méthodes  
Modèle NSG  
L’ensemble des expériences réalisées sur les modèles murins immunodéficients a été effectué en 
accord avec la réglementation européenne relative à la protection des animaux utilisés à des fins de 
recherche scientifique (Directive EU 2010/63) et approuvé par le comité d’éthique du CEA (CETEA, 
numéro 16-034). 
Le modèle Non-obese diabetic (NOD) scid gamma (NSG) (NOD.Cg-PrkdcscidIl2rgtm1Wjl/SzJ, Charles 
River) est caractérisé par une immunodéficience sévère associée à une absence de lymphocytes B et 
T et la présence de cellules NK non fonctionnelles. Ces souris font l’objet d’un élevage interne et sont 
hébergées dans notre animalerie de niveau de confinement 3 (CEA-FAR) dans des conditions 
d’élevages contrôlées et agréées (température, cycle jour nuit, eau et nourriture à volonté).  
Après euthanasie par surdosage de pentobarbital, la rate de souris NSG saines (non exposées à des 
souches de prion) a été prélevée sur différents animaux âgés entre 20 et 100 semaines (20 semaines, 
40 semaines, 60 semaines et 100 semaines). Les organes ont ensuite été fixés dans une solution de 
formol 4% (VWR, MC3136136010) pendant 72 heures minimum pour analyses 
immunohistochimiques.  
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Immunohistochimie  
Les rates ont été inclues en paraffine, puis à l’aide d’un microtome des coupes histologiques d’une 
épaisseur de 5 µm ont été réalisées. Les coupes ont été montées sur lames (Superfrost Plus, 
ThermoScientific) grâce à un bain d’étalement composé d’eau chauffée à 46°C. Une fois les coupes 
séchées à 37°C pendant une nuit minimum, elles ont été déparaffinées grâce à l’automate de 
coloration (Meditec histotechnic tissue stainer, TST40). À titre de contrôle, des coupes de rate de 
souris conventionnelles, C57Bl/6 et Swiss ont été utilisées.  
Brièvement, les lames ont été passées dans différents bains successifs de cinq minutes chacun : 
trois bains de xylène, un bain d’alcool absolu, un deuxième à 96% et un dernier bain d’alcool à 70%. 
Un démasquage antigénique a ensuite été réalisé en chauffant les lames dans une solution de citrate 
à pH 6 pendant 20 minutes à 115°C. Après saturation, les lames ont été incubées dans la solution 
d’anticorps primaire (diluée en « Ab diluent », Ventana, 760-108). Les anticorps primaires ont été 
incubés pendant 1 heure à température ambiante pour le protocole 1 ou toute la nuit à 4°C pour le 
protocole 2 (Tableau 19). Les anticorps secondaires ont été incubés sous agitation pendant 
30 minutes à température ambiante. Ces derniers dilués au 1/5000 reconnaissent les anticorps de 
souris (Impress mouse Vector, MP-7402) ou de lapin (Impress rabbit Vector, MP-7401). Après une 
révélation en DAB (Vector, 4105), une contre-coloration a été effectuée en hématoxyline-éosine 
(VWR, 00607121). Les coupes ont ensuite été déshydratées et montées entre lame et lamelle afin 
d’être observées au microscope.  
Tableau 19 : Anticorps utilisés dans la validation du caractère immunodéficient des souris NSG.   
Nom de l’anticorps 
(espèce reconnue) 
Épitope reconnu 
Fournisseur 
(Référence) 
Concentration 
Protocole 
(#) 
CD45/B220 (lapin) LB 
BD Pharmingen 
(553086) 
1/200 1 
CD90 (souris) LT 
Southern Biotech 
(174001) 
1/100 2 
CD3e (souris) LT/ NK 
BD Pharmingen 
(553060)  
1/100 2 
FDC (lapin) FDC 
BD Pharmingen 
(551320) 
1/500 1 
CD21 (lapin) LB, LT et FDC 
BD Pharmingen 
(553817) 
1/200 2 
FDC : cellule dendritique folliculaire ; LB : lymphocyte B ; LT : lymphocyte T ; NK : cellules 
natural killer. 
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2.2 Résultats 
Observations expérimentales de souris NSG saines  
La durée de vie des souris NSG, élevées au laboratoire, peut atteindre deux ans et demi ce qui est 
tout à fait cohérent avec les données fournies par la société Charles River. Cette espérance de vie, 
équivalente à celle retrouvée dans des modèles murins conventionnels, est compatible avec les 
longues périodes d’incubation décrites dans les maladies à prions.   
De façon générale, il est admis que les souris immunodéficientes développent spontanément des 
tumeurs. Dans notre étude, six souris ont été exclues car elles présentaient des tumeurs invasives 
dans le SNC (vraisemblablement des lymphomes avec infiltration médullaire à confirmer à l’aide de 
marqueurs spécifiques). Sur un total de 200 souris prélevées et inclues pour analyse en IHC, 
26 tumeurs ont été visualisées à l’autopsie, soit 13% des individus totaux. Les tumeurs ont été 
retrouvées au niveau sous cutané (n = 11), dans les vésicules séminales (n = 10), le poumon (n = 3) et 
le foie (n = 2). Elles ont toutes été prélevées pour analyses ultérieures. Ces animaux ne présentant 
pas d’infiltration tumorale dans le tissu nerveux ont été inclus dans notre étude. Les tumeurs ont été 
retrouvées aléatoirement dans des souris exposées à des homogénats issus de macaques sains, 
myélopathiques et vMCJ par voies IC et IV. Ainsi, aucune corrélation n’a été faite entre le 
développement de tumeur et la voie d’administration ni les souches inoculées.  
Vérification du caractère immunodéficient de souris saines NSG  
L’ensemble des rates des souris NSG prélevées ont été mesurées. En moyenne, elles ont une 
longueur de 1,1 cm ± 0,3 une largeur de 0,3 cm ± 0,1 et une hauteur de 0,2 cm ± 0,1 (mesures 
réalisées sur 50 souris, volume de 10 mm3). Ces rates sont plus petites que celles observées chez les 
souris conventionnelles C57Bl/6 (volume de 70 mm3, Economopoulos et al., 2011), signe d’une 
involution liée à une absence de fonctionnalité dans ce modèle immunodéficient. En parallèle, des 
souris NSG de différents âges ont été euthanasiées afin de vérifier, par immunomarquage, l’absence 
de cellules immunitaires en comparaison avec des souris conventionnelles (Figure 31 ; 32).  
 
Figure 31 : Détection par immunohistochimie des cellules immunitaires dans une rate de souris immunocompétente 
(modèle C57Bl/6).  
Immunodétection des lymphocytes T grâce à l’anticorps anti-CD3e (A), des lymphocytes B (anticorps anti-CD45, B) et des 
cellules dendritiques folliculaires (anticorps-anti-FDC, C). D) Absence de marquage dans la rate d’une souris 
immunodéficiente, NSG (anticorps anti-FDC) âgée de 60 semaines. Les cellules immunopositives sont visualisables en 
marron et les noyaux en bleu. Les barres d’échelles correspondent à 50 µm. 
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Les immunomarquages réalisés chez les souris NSG à différents âges (20, 40, 60 et 100 semaines) 
mettent en évidence une absence des marqueurs recherchés contrairement à ceux visualisés chez 
une souris conventionnelle (Figures 32). De plus, l’analyse des statuts sanitaires réalisée par une 
société indépendante du CEA (CNRS Orléans, UPS44, CDTA) souligne une absence 
d’immunoglobulines sécrétées chez ces souris (résultats non montrés). Enfin ces souris 
immunodéficientes sont tout à fait tolérantes aux xénogreffes de cellules iPS humaines22.  
 
Figure 32 : Coloration splénique en hématoxyline-éosine de modèles murins immunocompétents et immunodéficients.  
A - B) Souris immunocompétente (modèle Swiss). C-D) Souris immunodéficiente (modèle NSG) âgée de 100 semaines.  
Ainsi, le caractère immunodéficient des souris NSG est confirmé chez des individus non exposés quel 
que soit l’âge de l’animal considéré. L’espérance de vie de ces souris, leur développement normal et 
viable est tout à fait compatible à une exposition de souches de prions.  
  
                                                          
22 Ces travaux seront présentés dans l’étude B (pages 140 - 178).  
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3- Vérification de la sensibilité des souris NSG aux souches de 
prions adaptées aux modèles rongeurs  
Une fois le caractère immunodéficient des souris NSG validé, nous avons déterminé si ce modèle 
murin était permissif à des souches de prions. Pour cela, des inoculations intracébrales et 
intraveineuses ont été réalisées avec deux souches de prions adaptées à la souris et une troisième 
souche de vMCJ non adaptée. Ces résultats d’infection ont été comparés avec différents modèles 
murins conventionnels. 
3.1 Matériels et méthodes 
Inoculations intracérébrales et intraveineuses 
Au total 20 souris NSG (élevage interne) âgées en moyenne de 6 à 10 semaines ont été inoculées par 
voie IC et 23 souris par voie IV.  
Deux souches murines adaptées à la souris ont été utilisées : 6PB1 (souche d’ESB ; Lasmezas et al., 
1997) et C506M3 (souche de tremblante ; Lasmezas et al., 1996). Une souche non adaptée a 
également été utilisée : issue d’un macaque infecté par l’agent de la vMCJ. L’ensemble des 
homogénats cérébraux ont été homogénéisés à 20% poids/ volume (p/v) dans une solution de 
glucose 5% et dilués extemporanément lors de l’inoculation.  
Concernant les inoculations par voie IC, les souris ont tout d’abord été anesthésiées grâce à un 
mélange de kétamine (75 mg/kg) et xylazine (10 mg/kg) par voie intra-péritonéale avant d’être 
inoculées dans le cortex pariétal droit (20 µl d’une solution à 1% dans du glucose p/v). 
Concernant les inoculations par voie IV, les souris ont préalablement été placées sous une lampe 
chauffante pendant quelques minutes afin d’induire une vasodilatation et par conséquent une 
meilleure visualisation de la veine caudale. Un total de 200 µl d’homogénat (concentration finale de 
0,1%) a ensuite été administré doucement.  
Techniques de détection des marqueurs caractéristiques des maladies à prions 
Les cerveaux, moelles épinières et rates ont été inclus pour moitié en formol 4% afin de réaliser des 
analyses histologiques. La spongiose a été mise en évidence par une coloration à l’hématoxyline-
éosine et la démyélinisation grâce à la technique de Klüver-Barrera (coloration au Luxol Fast Blue). 
L’astrogliose réactionnelle a été visualisée à l’aide de l’anticorps anti-GFAP. La recherche de PrP 
anormale a été effectuée avec un anticorps anti-PrP (Saf32, Spibio, A03202) de façon automatique au 
Ventana (Ventana NEXES Discovery). Cette étape est précédée d’un pré-traitement à la guanidine.  
Une autre moitié des échantillons a été congelée afin de réaliser des analyses biochimiques. La 
recherche de PrPres a été réalisée en ELISA (TeSeE bovine detection kit) selon les instructions du 
fabricant. La purification de la PrPres a été effectuée sur des homogénats cérébraux (20% p/v) et 10% 
(p/v) pour la rate et la moelle épinière. Un traitement enzymatique à la PK a été réalisée (4 µg/mg) 
pendant 10 minutes à 37°C. La PrPres a été détectée avec l’anticorps monoclonal, Saf32 (Spibio, 
A03202).  
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3.2 Résultats  
Inoculations par voie intracérébrale  
L’ensemble des souris conventionnelles (modèle Swiss) et immunodéficientes (modèle NSG) a 
développé une EST suite à l’exposition par voie centrale de souches adaptées ou de vMCJ. Les 
caractéristiques d’une maladie à prion ont été retrouvés à savoir spongiose, gliose, accumulation de 
PrP anormale visualisable en IHC (Figure 33A) et la présence de PrPres en ELISA (Figure 33B). Les 
souris ont également présenté des signes cliniques tels qu’un amaigrissement associé à un pelage 
hérissé, un changement de comportement (animal craintif et/ ou agressif/ hyperactif) ou encore des 
déplacements difficiles (pertes d’équilibre, paralysies des membres postérieurs).  
Ainsi, tout comme les souris conventionnelles Swiss, le modèle NSG immunodéficient est sensible 
aux souches de prions par voie intracérébrale. Aucune anomalie n’a été mise en évidence lors de 
l’analyse post-mortem de la rate des souris NSG exposées (résultats non montrés) ni en 
immunohistologie (absence de dépôts anormaux de PrP) ni en biochimie (absence de PrPres). 
 
Figure 33 : Lésions caractéristiques d’une maladie à prions suite à une exposition centrale dans un modèle murin 
immunodéficient (Souris NSG). 
A) Marqueurs neuropathologiques chez une souris NSG exposée à une souche d’encéphalopathie spongiforme bovine, 
6PB1 : spongiose (coloration à l’hématoxyline-éosine), astrogliose réactionnelle (anticorps anti-GFAP) et dépôts anormaux 
de protéine prion (anticorps anti-Saf32). B) Période d’incubation et présence de PrPres détectée par ELISA dans des souris 
immunocompétentes (Swiss) et immunodéficientes (NSG). 6PB1 : souche d’ESB adaptée à la souris, C506M3 : souche de 
tremblante adaptée à la souris, vMCJ : variante de la maladie de Creutzfeldt-Jakob, homogénat issu d’un cerveau de 
macaque infecté par cet agent. Les barres d’échelles représentent 50 µm. 
Inoculations par voie intraveineuse 
Seules les souris exposées par voie IV à des souches de prions adaptées aux rongeurs ont développé 
une EST avec l’ensemble des marqueurs caractéristiques (Figure 34). Les souris immunodéficientes 
NSG exposées à l’agent de la vMCJ n’ont pas développé d’EST. Contrairement aux souris 
conventionnelles, la recherche de PrPres et de dépôts anormaux dans la rate des souris NSG exposées 
par voie périphérique (IV) s’est avérée négative avec les techniques de détection classiques.   
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Figure 34 : Lésions caractéristiques d’une maladie à prions suite à une exposition périphérique dans un modèle murin 
immuno-compétent et -déficient. 
A) Marqueurs neuropathologiques d’une souris NSG exposée à une souche d’encéphalopathie spongiforme bovine, 6PB1 : 
spongiose (coloration à l’hématoxyline-éosine), astrogliose réactionnelle (anticorps anti-GFAP) et dépôts anormaux de 
protéine prion (anticorps anti-Saf32). B) Période d’incubation et présence de PrPres détectée par ELISA dans des souris 
conventionnelles (C57Bl/6) exposées par voie intrapéritonéale et immunodéficientes (NSG) exposées par voie 
intraveineuse. 6PB1 : souche d’ESB adaptée à la souris, C506M3 : souche de tremblante adaptée à la souris, vMCJ : variante 
de la maladie de Creutzfeldt-Jakob issus d’un cerveau de macaque infecté par cet agent. Les barres d’échelles représentent 
50 µm. 
Nos résultats confirment la sensibilité du modèle immunodéficient NSG aux souches adaptées d’ESB 
et de tremblante par voies intracérébrale et intraveineuse (Figures 33 ; 34). Aucune souris 
immunodéficiente n’a développé de maladie à prions (dites « classiques ») suite à des inoculations de 
l’agent de la vMCJ par voie intraveineuse. En revanche, certaines de ces souris ont développé des 
syndromes atypiques similaires à ceux décrits dans les souris Swiss exposées aux mêmes inocula 
(Comoy et al., 2017). Ces dernières données sont présentées dans l’article en préparation (Rontard et 
al., 2017).  
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4- Passages secondaires : inoculations des homogénats des souris 
NSG exposées à des souris immunodéficientes et -compétentes  
Ainsi, il a été mis en évidence que les souris NSG sont sensibles aux souches myélopathiques et 
développent des phénotypes atypiques caractérisés par une absence de PrPres et la présence de 
spongiose dans la moelle épinière (formes spinales). En effet, les données présentées dans l’article 
(Rontard et al., 2017 : en préparation) soulignent que les souches myélopathiques sont capables de 
transmettre un phénotype atypique indépendamment d’un système immunitaire fonctionnel. 
Pour aller plus loin dans la compréhension des modes de transmission périphérique et la 
caractérisation de ces profils atypiques, des passages secondaires ont été réalisés. Différents 
homogénats (cérébraux, spinaux et spléniques) issus des souris NSG exposées ont été retransmis au 
même modèle immuno-déficient (souris NSG à souris NSG) et à des souris immunocompétentes 
(souris NSG à souris Swiss) (Figure 35).  
 
Figure 35 : Mode opératoire schématique des (re) transmissions in vivo.  
4.1 Matériels et méthodes  
Le même protocole d’inoculation par voies IC et IV que celui présenté dans l’article (Rontard et al., 
2017) a été utilisé. Les souris NSG et Swiss ont été inoculées avec différents homogénats issus de 
souris NSG préalablement exposées à des primates vMCJ et myélopathiques. Afin d’éviter toute 
confusion, les souris NSG exposées initialement (au cours du premier passage) seront qualifiées de 
« donneuses » dans la suite de cette étude.  
Préparation des échantillons  
L’ensemble des échantillons (cerveau, moelle épinière et rate) a été prélevé lors de l’autopsie des 
souris NSG (donneuses). Les cerveaux ont été homogénéisés à 20% poids/ volume (p/v) dans une 
solution de glucose 5% et dilués extemporanément lors de l’inoculation. La moelle épinière et la rate 
ont été homogénéisées à 10% p/v dans une solution de glucose 5% et diluées lors de l’inoculation.   
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Inoculations intracérébrales et intraveineuses 
Au total 60 souris NSG (élevage interne) âgées en moyenne de 6 à 10 semaines ont été inoculées par 
voie IC. Les souris Swiss (Janvier) âgées en moyenne de 12 semaines ont été exposées par voies IC (n 
= 125 souris) et IV (n = 65 souris). Afin de limiter le nombre d’animaux, les souris Swiss contrôles 
exposées à des homogénats sains ont été inoculées en IC et en IV de façon simultanée. 
4.2 Résultats 
Transmissions secondaires au modèle immunodéficient  
Un total de sept homogénats (trois cerveaux et quatre moelles épinières) distincts provenant des 
souris NSG donneuses a été inoculé à des souris NSG par voie IC (Figure 36). L’objectif est de réaliser 
une adaptation de souche en mettant en évidence une éventuelle PrPres. 
.  
Figure 36 : Passages secondaires de souris immunodéficientes (NSG donneuses) à NSG.  
A) Plan expérimental des inoculations à des souris NSG par voie intracérébrale à des homogénats cérébraux (cv : cerveau) 
et médullaires (me : moelle épinière). Ces derniers ont été prélevés à partir de souris NSG donneuses (vMCJ, atypiques ou 
saines). B) Nombre de condition inoculée aux souris NSG. 
À titre de contrôle négatif, 10 souris ont été exposés à un homogénat cérébral (n=5) et spinal (n=5) 
provenant de souris donneuses initialement inoculées avec du cerveau de macaque sain (Figure 34). 
Lors de l’analyse post-mortem, ces dernières (dites donneuses) n’avaient aucune PrPres détectable en 
ELISA. Elles ne présentaient pas de PrP anormale, ni de gliose en IHC ni même de spongiose lors du 
scoring sur la coloration des coupes cérébrales et spinales en HE.  
En parallèle, cinq souris donneuses ont été sélectionnées suite au développement d’un phénotype 
atypique (spongiose dans la moelle épinière) après une exposition de souches myélopathiques. Le 
cerveau et/ ou la moelle épinière de ces dernières ont été ré-inoculées à 50 souris NSG (Figure 36).   
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Transmissions secondaires au modèle immunocompétent  
Concernant les retransmissions des souris NSG (donneuses) aux souris Swiss, un total de 190 souris a 
été exposé (Figure 37).  
 
Figure 37 : Passages secondaires de souris immunodéficientes (NSG donneuses) à Swiss.  
A) Schématisation expérimentale des souris Swiss exposées par voies intracérébrale (IC) et intraveineuse (IV) à des 
homogénats cérébraux (cv : cerveau), spinaux (me : moelle épinière) et spléniques (R : rate). Ces derniers ont été prélevés à 
partir de souris NSG, dites donneuses, présentant des atteintes de type vMCJ, atypiques ou saines. Les étoiles rouges (*) 
matérialisent les souris mortes et analysées à ce jour. B) Nombre de condition inoculée aux souris Swiss. 
Les inoculations des souris NSG donneuses aux souris Swiss présentent deux différences majeures 
par rapport à celles réalisées aux souris NSG.  
La première repose sur l’exposition d’une partie des souris par voie périphérique. L’objectif est de 
déterminer si les phénotypes atypiques observés chez les souris NSG donneuses sont transmissibles à 
un modèle murin conventionnel, comme cela a été décrit précédemment (Comoy et al., 2017).  
La seconde différence est l’inoculation d’homogénats spléniques. Lors du premier passage, ces rates 
ne présentaient aucun marquage de PrP anormale en IHC ni même de PrPres en ELISA. Nous 
cherchons ainsi à confirmer ou infirmer si la rate, est le siège de la réplication périphérique pour les 
souches myélopathiques, comme cela est décrit dans les formes « classiques » de maladie à prion. En 
effet, une PrP anormale peut être présente en faible quantité dans la rate des souris 
immunodéficientes NSG, mais au vu de leur phénotype celle-ci n’ait pas pu conduire à une réplication 
périphérique détectable.   
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Deux autres hypothèses sont également envisageables : (i) implication d’un autre organe, non 
identifié à ce jour, comme support de la réplication périphérique ou encore (ii) une neuroinvasion 
directe et donc indépendante des organes périphériques.  
Bilan de cette expérience à 300 jpe  
A la date du 17/11/2017, les souris NSG et Swiss sont encore en cours d’incubation (moins de 
300 jours post-exposition). Les résultats seront analysés ultérieurement et ne seront donc pas 
détaillés dans ce manuscrit. Notons que les souris mortes moins de 100 jpe ne sont pas prises en 
compte pour l’analyse finale des résultats car cette période d’incubation est trop courte pour le 
développement de ces phénotypes atypiques : ces animaux ne présentaient pas de signe clinique, ni 
de lésion notable à l’examen pathologique et la recherche en ELISA de PrPres s’est avérée négative.  
À ce stade, la seule mortalité observée concerne les souris Swiss inoculées par voies IC ou IV avec un 
homogénat cérébral provenant d’une souris NSG donneuse vMCJ, elle-même inoculée avec une 
souche de vMCJ (homogénat cérébral par voie IC) (Figure 37 : étoiles rouges).   
Les souris Swiss inoculées par voie IC, mortes à 190 jpe ± 10, présentent l’ensemble des 
caractéristiques des maladies à prions (signe clinique, gliose, spongiose et accumulation de PrPres) 
(Figure 38).  
En ce qui concerne les souris Swiss inoculées par voie IV (270 jpe ± 20), elles présentent des périodes 
d’incubation attendues et correspondant à celles observées lors du phénomène d’adaptation de 
souche.  
 
Figure 38 : Triade lésionnelle chez une souris Swiss inoculée par voie intraveineuse avec de l’homogénat cérébral de 
souris NSG exposée à un homogénat infectieux de macaque vMCJ.  
A) Accumulation splénique anormale de PrP (Saf32). B) Spongiose cérébrale (Hématoxyline-éosine). C) Gliose cérébrale 
(GFAP). D) Accumulation cérébrale anormale de PrP (Sha31). Les barres d’échelle correspondent à 50 µm pour l’image (A) 
et 200 µm pour les images (B – D).   
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5- Étude descriptive des structures spléniques de plusieurs espèces 
Après une exposition par voie IV, les macaques vMCJ présentent une réplication dans les organes 
lymphoïdes périphériques centrée sur les follicules lymphoïdes. À l’inverse ces structures ne 
présentent aucune accumulation détectable chez les macaques myélopathiques avec les techniques 
classiques (Figure 39).  
De façon simultanée aux inoculations in vivo présentées précédemment, des optimisations de nos 
protocoles IHC de détection des isoformes anormaux de la PrP ont été effectuées au sein du 
laboratoire. Ces derniers montrent chez les macaques transfusés vMCJ une accumulation ectopique 
de la PrP anormale dans le parenchyme splénique (plus précisément autour des vaisseaux, 
périvasculaires, PV Figure 39) en parallèle de celle classiquement retrouvée dans les structures 
immunitaires. Ce marquage est également observé chez les patients humains vMCJ. Concernant les 
macaques transfusés développant une myélopathie, seul le marquage ectopique est présent 
(Figure 39B).  
 
Figure 39 : Accumulation anormale de PrP dans la rate des macaques transfusés.  
Immunodétection de la protéine prion anormale grâce à l’anticorps anti-Sha31 chez A) un macaque atteint d’une forme 
classique de maladie à prion et B) un macaque atteint d’un syndrome myélopathique. C) Absence de marquage chez un 
macaque sain. Foll : follicule (structure immunitaire). PV : périvasculaire (structure non immunitaire). Les barres d’échelle 
représentent 200 µm. 
Cette dernière partie a consisté en l’analyse de rates de plusieurs espèces (primates, ruminants et 
rongeurs) dont les principales structures anatomiques sont présentées dans la figure 40.   
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L’objectif est double : (i) caractériser les structures présentant un marquage ectopique de PrP 
anormale et (ii) mettre en évidence des différences anatomiques entre les espèces pouvant expliquer 
l’expression différentiel des souches en fonction des modèles. 
 
Figure 40 : Principales structures anatomiques de la rate.  
La rate est composée de deux structures distinctes : la pulpe blanche regroupant les manchons péri-artériolaires (vx) et les 
centres germinatifs (CG) et la pulpe rouge constituée de sang (larges vaisseaux, sinusoïdes veineux). La rate est délimitée 
aux extrémités par une capsule splénique d’où partent les trabécules (encore appelées travées) constituées de vaisseaux. 
Coloration Hématoxyline-éosine d’une coupe transversale de rate de souris conventionnelle, modèle Swiss.  
5.1 Matériels et méthodes  
Immunohistochimie  
Le même protocole présenté page 117 a été appliqué aux rates de différentes espèces. Les anticorps 
utilisés sont présentés dans le tableau 20. Les anticorps primaires sont incubés pendant 1 heure à 
température ambiante. En amont du démasquage antigénique, l’activité des péroxydases a été 
bloquée. Pour cela, les lames ont été incubées pendant 20 minutes en H202 (Merck, K45302609418), 
puis rincées trois fois en eau distillée avant incubation de l’anticorps primaire. L’ensemble des étapes 
suivantes est identique au protocole détaillé précédemment. 
Tableau 20 : Liste des anticorps utilisés par la caractérisation des rates.  
Nom de l’anticorps 
(espèce reconnue) 
Épitope reconnu 
Fournisseur 
(Référence) 
Concentration 
Bin-1 (lapin) Bridging Integrator 1 Abcam (ab27796) 1/500 
CD271 (lapin) 
Récepteur anti-p75 (facteur 
de croissance nerveuse) 
Abcam (AB52987) 1/200 
Podoplanine 
(souris) 
Cellules stromales 
BioLegen 
(127407) 
1/200 
Sha31 (souris) PrPC (145-152) Spibio (A03213) 1/5000 
Saf32 PrPC (59-89) Spibio (A03202) 1/5000 
SMA (souris) Actine des muscles lisses Dako (M0851) 1/1000 
PrP : protéine prion ; SMA : l’actine du muscle lisse. 
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Coloration à l’orcéine modifiée 
Cette technique de coloration permet de visualiser les fibres et les lames élastiques. De façon plus 
précise, l’orcéine est un colorant faible capable de se fixer avec une grande électivité (c’est-à-dire de 
manière non spécifique) sur les fibres élastiques. Après déparaffinage, les coupes histologiques sont 
incubées de 30 minutes à 24 heures dans la solution d’orcéine. Différents protocoles ont été utilisés 
(orcéine chlorhydrique, nitrique et modifiée) et des optimisations ont été réalisées sur les temps 
d’incubation (Tableau 21). 
La solution d’orcéine est constituée d’orcéine (Merck, 10710000025), d’acide chlorhydrique (HCl, 
Normapur Prolabo) et d’éthanol à 70% (Tableau 21). Cette solution est portée à ébullition afin de 
dissoudre l’orcéine. Elle peut être conservée plusieurs mois à température ambiante. Concernant le 
protocole d’orcéine nitrique, l’HCl est remplacé par de l’acide nitrique (Normapur Prolabo). Les 
coupes sont ensuite rincées abondamment à l’eau courante avant d’être déshydratées et montées 
entre lames et lamelles. En microscopie, les fibres élastiques sont de couleur rouge violacé à brun 
noir.  
Tableau 21 : Présentation des différents protocoles d’orcéine.  
Nom du protocole Composition de la solution 
d’orcéine1 
Temps d’incubation 
optimisé (heures) 
Orcéine chlorhydrique  0.6 ml d’HCl concentré 4h 
Orcéine nitrique 2 ml d’acide nitrique 1h 
Orcéine modifiée 1ml d’HCl concentré/ pH ajusté à 1,2  2h30 
1Les solutions d’orcéine présentées, quel que soit le protocole, sont présentées pour 
1 gramme d’orcéine, dans un volume final de 100 ml dans de l’éthanol à 70%.  
Le protocole d’orcéine modifiée permet de mettre en évidence la présence d’inclusion 
cytoplasmique après oxydation par le permanganate de potassium en milieu acide. Les protéines 
soufrées oxydées en sulfonate réagissent avec l’orcéine. Les coupes sont incubées pendant 
cinq minutes en permanganate de potassium sulfurique (pour un volume final de 100 ml d’eau 
distillée, 1,5 g de permanganate de potassium et 1,5 ml d’acide sulfurique sont ajoutés). Les lames 
sont rincées abondamment à l’eau courante puis rapidement blanchies (moins d’une minute) dans 
une solution d’acide oxalique à 1% préalablement filtrée (10 g d’acide oxalique dans 1 L d’eau 
distillée). Les lames sont ensuite incubées dans la solution d’orcéine (dont le pH est ajusté à 1,2 grâce 
à l’ajout de soude) et rincées à l’eau courante avant d’être déshydratées. En microscopie, les fibres 
sont de couleur rouge violacées et le fond est brun clair.  
5.2 Résultats 
Caractérisation de la structure périvasculaire chez les macaques transfusés 
Nos mises au point de la coloration à l’orcéine nous ont permis de déterminer des temps 
d’incubation optimaux selon le protocole à savoir quatre heures pour l’orcéine chlorhydrique (ou 
classique), une heure pour l’orcéine nitrique et deux heures et demie pour l’orcéine modifiée 
(Tableau 21). Ces trois protocoles permettent de visualiser les mêmes structures. Toutefois, le 
protocole de l’orcéine modifiée permet d’obtenir un meilleur contraste entre le fond et les fibres 
élastiques, et a donc été appliqué à l’ensemble des caractérisations spléniques (Figure 41). De la 
même façon, différentes optimisations ont été réalisées afin d’obtenir des marquages satisfaisants 
avec les anticorps anti-CD271 et podoplanine (résultats des optimisations non montrés).   
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Figure 41 : Caractérisation des structures spléniques périvasculaires par coloration à l’orcéine chez un macaque sain.  
L’analyse des rates de macaques vMCJ met en évidence une accumulation de PrP anormale en 
périvasculaire (Figure 39). Nos résultats soulignent que l’orcéine (Figure 42C) et le marqueur SMA 
(Figure 42B) marquent cette structure d’intérêt (Figure 42). En parallèle, il a été mis en évidence que 
cette structure n’était pas constituée de cellules immunitaires : absence de lymphocytes B et T 
(résultats non montrés). De même, cette structure n’est pas caractérisée par l’implication de cellules 
mésenchymateuses nouvellement décrites par l’équipe de Steiniger (CD271, Figure 42D) (Steiniger et 
al., 2014) ni marquée par l’anticorps Bin-1 spécifiques des filaments d’actine (Figure 42E) ni 
spécifique des protéines du système lymphatique (Figure 42F).  
 
Figure 42 : Immunomarquage de la région périvasculaire chez un macaque vMCJ.  
A) Accumulation anormale de protéine prion autour des vaisseaux sanguins (Vx) en périvasculaire (PV) matérialisée par des 
flèches noires (marquage marron). B) Les muscles de l’actine lisses (anticorps anti-SMA) révèlent cette structure 
périvasculaire. C) La coloration à l’orcéine modifiée met en évidence les fibres élastiques dans cette structure d’intérêt. D) 
Absence de marquage de la zone d’intérêt par les anticorps anti-CD271 (cellules stromales), anti-Bin-1 (E) et anti-
podoplanine (F). Les barres d’échelle représentent 200 µm.    
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Description de structures spléniques dans différentes espèces  
Dans un second temps, nous avons comparé différentes espèces à l’aide de ces deux marqueurs 
(Figure 43 ; 44). Cette analyse a été initiée sur des rates provenant de :  
- Primates : babouin, Homme, Macaque, microcèbe ; 
- Ruminants : brebis, bovin, chèvre ; 
- Rongeur : hamster, souris. 
 
Figure 43 : Caractérisation des structures spléniques périvasculaires grâce à la coloration à l’orcéine.  
Colorations à l’orcéine modifiée chez A) l’Homme, B) le macaque cynomolgus C) la souris conventionnelle, C57Bl/6 D) le 
veau. Les barres d’échelle correspondent à 50 µm (A – C) et 100 µm pour l’image (D). 
 
Figure 44: Immunodétection des muscles lisses de l’actine en périvasculaire.  
Immunomarquages de la rate chez A) l’Homme, B) le macaque cynomolgus C) la souris et D) la chèvre (Anticorps anti-SMA). 
Les barres d’échelles représentent 100 µm.   
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Grâce à ces deux marqueurs et à l’analyse morphologique en HE une série de différences 
anatomiques a été mise en évidence. Concrètement, trois structures spléniques ont été observées : 
la capsule, la pulpe rouge (notamment les trabécules ou travées) et la pulpe blanche 
(particulièrement les follicules) (Figure 39).  
En résumé, les souris tout comme le hamster et l’Homme présentent une capsule peu épaisse en 
comparaison des primates (babouin, macaque et microcèbe). Ils possèdent également peu de fibres 
élastiques.  
Les souris ont beaucoup de follicules par rapport à la proportion de la pulpe rouge. Inversement les 
ruminants (chèvre, brebis et vache) ont peu de follicules (proportion de la pulpe blanche faible) et 
une capsule épaisse.   
L’aspect anatomique de la rate du babouin est très différent de celui du macaque. Le babouin à peu 
de fibres élastiques et la pulpe rouge est très structurée. Le microcèbe, intermédiaire entre le 
babouin et le macaque, a une capsule épaisse et peu de fibres musculaires autour des vaisseaux. Les 
primates ont plus de structures lymphoïdes que les ruminants.   
La structure anatomique de la rate humaine est proche de celle du macaque à l’exception des 
structures trabéculaires qui sont très importantes chez l’Homme par rapport aux autres espèces.  
Ces données reposent sur des analyses morphologiques préliminaires, mais elles soulignent toutefois 
des dissimilitudes anatomiques entre les espèces pouvant être à l’origine de fonctions physiologiques 
et de mécanismes de réplication périphérique de l’agent différents.  
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6- Discussion de l’étude A : Étude de la réplication périphérique  
L’ingestion d’aliments contaminés par l’agent responsable de l’ESB a conduit à l’apparition de 
228 cas avérés de vMCJ chez l’Homme. Les dernières données épidémiologiques font état d’un déclin 
de l’incidence des bovins infectés et des patients vMCJ permettant ainsi d’affirmer que ce mode de 
contamination est maîtrisé. Toutefois, il persiste actuellement un risque de santé publique lié à la 
transmission iatrogène de la vMCJ par transfusion sanguine. Dès que le caractère transmissible de 
l’agent a été mis en évidence, de nombreuses études ont souligné la présence d’infectiosité 
contenue dans le sang. Ces données se sont vérifiées suite au recensement de trois cas de vMCJ post-
transfusionnels au RU portant à 231 le nombre total de cas. Contrairement au risque primaire, la 
transmission interhumaine, via le sang ou ses dérivés, pourrait s’avérer beaucoup plus aisée dans la 
mesure où l’agent infectieux est d’ores et déjà adapté à son hôte. Le risque est accentué par : (i) 
l’absence de technique de détection de l’agent infectieux appliqué en routine lors des dons de sang 
et (ii) la prévalence probablement plus importante que prévue de porteurs asymptomatiques. 
Depuis de nombreuses années, le laboratoire évalue expérimentalement le risque primaire chez le 
macaque cynomolgus. Ce modèle, permissif à la majorité des souches humaines et animales, a 
permis des avancées majeures dans le domaine des prions. La plus significative d’entre elles reste la 
confirmation du lien entre l’agent de l’ESB et les cas cliniques humains de vMCJ (Lasmézas et al., 
1996). Au sein du laboratoire, des transfusions chez le macaque cynomolgus en respectant le ratio 
poids/ volume des actes transfusionnels pratiqués chez l’Homme ont été réalisées, afin d’évaluer le 
risque de contamination secondaire.   
Une partie des macaques transfusés avec des produits sanguins infectés par l’agent de la vMCJ 
développe une EST répertoriant l’ensemble des caractéristiques décrites chez l’Homme (Lescoutra-
Etchegaray et al., 2015 ; Comoy et al., 2017). En parallèle, un nombre plus important d’individus a 
développé un syndrome myélopathique (Lescoutra-Etchegaray et al., 2015 ; Comoy et al., 2017). Ce 
dernier, transmissible à la souris conventionnelle, est caractérisé par des atteintes médullaires ainsi 
qu’une absence de PrPres avec les techniques classiques de détection aussi bien dans le système 
nerveux central (encéphale et moelle épinière) que dans la rate.  
Au regard de ces formes atypiques, l’un des objectifs de mon projet doctoral a été de déterminer si la 
rate pouvait toutefois être le lieu de la réplication périphérique lors d’une exposition par voie 
intraveineuse notamment chez les macaques myélopathiques. Cela nous a conduit à deux principales 
analyses : 
- Étudier l’implication du système immunitaire dans l’apparition de phénotype atypique grâce 
à l’exposition par voie intraveineuse de souris immunodéficientes ;  
- Caractériser les structures spléniques impliquées dans les mécanismes de réplication 
périphérique chez les macaques transfusés.  
6.1 Étude de la réplication périphérique grâce aux souris NSG 
Caractérisation du modèle d’étude murin, NSG  
Environ 10% de nos souris NSG, élevées en interne, ont développé des tumeurs notamment dans 
les vésicules séminales. En comparaison, à d’autres modèles immunodéficients, ce pourcentage 
reste faible comme le confirme plusieurs données (Ishikawa et al., 2005 ; Shultz et al., 2005).  
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Les souris présentant des infiltrations tumorales dans la moelle épinière ou le cerveau ont été 
exclues de l’étude afin de prévenir tout risque de résultats incohérents en termes de spongiose et de 
marquages artéfactuels avec la PrP. Nos données descriptives n’ont pas mis en évidence de 
corrélation entre l’apparition de tumeur et la voie d’administration. Néanmoins face au faible 
nombre d’animaux analysés, ces travaux mériteraient d’être confirmés par un nombre plus 
conséquent d’animaux.   
Des études récentes suggèrent un rôle de la PrPC dans les processus tumoraux (Antony et al., 2012 ; 
Xin, Sy, et Li, 2013 ; Costa et al., 2016). Pour aller plus loin dans cette analyse, il serait intéressant de 
réaliser des marquages PrP dans ces coupes de tumeurs et déterminer en biochimie le ratio des 
différents fragments de la PrPC. L’objectif serait de vérifier si, dans le contexte d’une infection prion 
en fonction des inocula et selon la théorie de la perte de fonction de la PrPC, des différences de 
répartition ou de disponibilité de cette dernière puissent être observées dans ces tumeurs. 
La recherche de différents marqueurs de cellules immunitaires dans la rate des souris NSG a permis 
de confirmer leur caractère immunodéficient. Une déplétion en LB, LT, NK et FDC a été retrouvée 
dans la rate des souris non exposées et ceci même chez des individus âgés de plus de deux ans. Ces 
marquages ont également été effectués sur des souris exposées à des homogénats sains par voies IC 
et IV. Ces vérifications sont nécessaires dans la mesure où le modèle murin NSG est capable de 
générer spontanément des clones B et T. En effet, avec l’âge ces souris peuvent présenter un 
phénomène dit de « leakiness » c’est-à-dire un développement de réactivité immunitaire partielle et 
spontanée avec génération de lymphocytes B et T. En perspectives, il serait pertinent de réaliser ces 
vérifications pour les souris exposées expérimentalement à des souches de prion (adaptées à la 
souris, vMCJ et myélopathiques). Bien que cette hypothèse soit peu probable, il serait envisageable 
d’avoir une génération de cellules immunitaires suites à l’exposition de différents inocula infectieux 
ou de dérivés sanguins (présence de cellules immunitaires circulantes). Dans le cadre de notre étude 
de réplication des souches atypiques indépendamment d’un système immunitaire fonctionnel, nous 
ne pouvons pas conclure à une absence de génération de LB et T au cours du vieillissement des souris 
exposées. Toutefois, nous émettons l’hypothèse que la réplication périphérique de la PrP anormale a 
lieu précocement, et donc indépendamment, des potentiels clones de cellules immunitaires générés. 
Exposition des souris NSG à des homogénats infectieux « classiques » 
Par voie intracérébrale, les souris NSG exposées à des souches de prions adaptées (ESB et 
tremblante) ou encore à l’agent de la vMCJ ont développé une EST avec les marqueurs 
caractéristiques. Ces résultats sont cohérents avec les données de la littérature stipulant que les 
souris immunodéficientes sont sensibles à une exposition centrale (Kitamoto et al., 1991 ; O’Rourke 
et al., 1994 ; Fraser et al., 1996 ; Lasmézas et al., 1996 ; Klein et al., 1997 ; Mabbott et al., 2000). Les 
souris NSG ont présenté des périodes d’incubation similaires à celles retrouvées chez les souris 
immunocompétentes (environ 172 ± 6 jpe). Ainsi, bien que le modèle NSG présente une 
immunodéficience sévère, il reste sensible à des souches de prions adaptées. En revanche, dans le 
cadre du passage primaire de la vMCJ, les souris NSG exposées par voie IC à des échantillons 
cérébraux dérivés de macaques vMCJ ont présenté une période d’incubation (457 ± 18 jpe) allongée 
de 152 jours par rapport aux souris conventionnelles Swiss (305 ± 19 jpe). En 1989, Kimberlin et 
Walker avaient déjà observé un allongement de la période d’incubation entre les souris 
splénectomisées et contrôles (Kimberlin et Walker, 1989). Par ailleurs, les profils lésionnels chez ces 
souris NSG infectées par la vMCJ se limitent au tronc cérébral et à la moelle épinière (profil 
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bulbospinal selon Comoy et al., 2017), contrairement aux souris Swiss. Ces observations suggérent 
que les souris NSG sélectionnent des souches myélotropes. Aucune accumulation anormale de PrP 
n’a été détectée dans la rate des souris immunodéficientes NSG exposées par voie intracérébrale 
bien que des dépôts anormaux soient retrouvés dans le cerveau de ces souris. Ces données avaient 
déjà été décrites dans un modèle murin immunodéficient (Rag γ : absence de LB, LT et de cellules NK) 
exposé par voie intracérébrale à une souche d’ESB (Rybner-Barnier et al., 2006). 
Par voie intraveineuse, les souris NSG exposées aux mêmes souches murines (ESB, 6PB1, et 
tremblante, C506M3) développent également une EST. Inversement, celles exposées à l’agent de la 
vMCJ n’ont pas présenté les marqueurs spécifiques d’une maladie à prion. Les données de la 
littérature soulignent que les souris immunodéficientes sont relativement résistantes aux expositions 
périphériques (Kitamoto et al., 1991 ; Fraser et al., 1996), ce qui est cohérent avec le rôle primordial 
du système lympho-réticulaire dans la pathogénèse des maladies à prions lors de contaminations 
périphériques, et ce bien avant l’accumulation de PrP anormale dans le cerveau. Toutefois, certaines 
études mettent en avant la susceptibilité des souris immunodéficientes à une exposition 
périphérique, en intra-péritonéale, (Lasmézas et al., 1996 ; Klein et al., 1997 ; Mabbott et al., 2000). 
L’une des hypothèses pour expliquer cette hétérogénéité reste la dose administrée. Concrètement, 
lorsque la charge infectieuse est importante il peut survenir une neuroinvasion directe c’est-à-dire 
une dissémination dans le cerveau indépendamment des organes lymphoïdes (Prinz et al., 2002). 
Dans notre étude, plusieurs hypothèses peuvent expliquer la sensibilité des souris NSG aux souches 
de prions adaptées à la souris : (i) des phénomènes de neuroinvasion directe ou encore (ii) la 
possibilité que ces souris ne soient pas immunodéficientes. Comme décrit précédemment, cette 
hypothèse semble peu probable mais ne peut être exclue. Un autre argument invalidant cette 
hypothèse est l’absence de dépôts anormaux de PrP dans la rate de ces souris (techniques 
conventionnelles automatisées). Concernant, les souris NSG exposées par voies IV à l’agent de la 
vMCJ nous pouvons émettre l’hypothèse que cette souche (issue d’un macaque vMCJ) n’est pas 
adaptée à son hôte et que la neuroinvasion directe n’est pas efficace dans ce cas (phénomène de 
barrière d’espèce).   
Exposition des souris NSG à des homogénats « atypiques » 
Suite à l’inoculation par voie IV de plasma ou d’homogénats cérébraux provenant de macaques 
myélopathiques, des phénotypes atypiques similaires aux phénotypes incomplets décrits chez les 
souris conventionnelles Swiss (Comoy et al., 2017) ont été observés chez les souris 
immunodéficientes (NSG). Toutefois, dans ce modèle immunodéficient, aucune PrPres n’a été 
détectée, seule une spongiose dans la moelle épinière est observée, ce qui correspond au profil 
spinal précédemment décrit (Comoy et al., 2017 ; Rontard et al., 2017 en préparation). Ces données 
reposent sur l’analyse neuropathologique approfondie de toutes les coupes histologiques, colorées 
en HE et au Luxol, de cerveau et de moelle épinière des souris exposées. L’ensemble du matériel 
disponible (200/220 organes inclus) a été inclus dans cette étude à l’exception des organes des 
animaux retrouvés morts ne pouvant être analysés en IHC. En parallèle, la recherche de PrPres a été 
testée sur l’ensemble des animaux (y compris ceux retrouvés morts et non inclus en IHC) par des 
techniques biochimiques. Les scores de spongiose ont été réalisés sur neuf niveaux différents de 
régions cérébrales (tronc cérébral, cervelet, noyau caudé, hippocampe, striatum, cortex supra-septal, 
cortex supra-thalamique, thalamus, hypothalamus, colliculus supérieur) et trois niveaux médullaires 
(cérébral, dorsal et lombo-sacré).  
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Plusieurs cas de figures ont été retrouvés dans les souris immunodéficientes, NSG, exposées :  
- Absence de spongiose, de PrPres avec ou sans signe clinique : l’animal est considéré comme 
sain ;  
- Présence de spongiose, absence de PrPres associée ou non à des signes cliniques : l’animal est 
considéré comme ayant un phénotype atypique ; 
- Absence de PrPres et pas d’analyse en IHC disponible (animal retrouvé mort) : l’animal est 
considéré comme sain mais le développement de phénotype atypique ne peut être exclue et 
pourrait ainsi augmenter le pourcentage d’animaux présentant des formes atypiques ;  
- Présence de spongiose, de PrPres avec signes cliniques : l’animal est considéré comme ayant 
développé une vMCJ.  
Dans notre étude, les souris exposées présentant des signes cliniques (tremblements, affaiblissement 
et troubles moteurs) sans PrPres ni spongiose ont été considérées comme négatives. L’une des 
hypothèses est la présence de pathologie (exemple : processus tumoral) non liée à une maladie à 
prion et non identifiée à ce jour.  
L’utilisation du caractère spongieux du SNC pour poser le diagnostic des maladies à prions présente 
une limite majeure car elle repose uniquement sur l’appréciation d’une seule des caractéristiques 
des maladies à prions. Pourtant, cette analyse neuropathologique est un marqueur puissant 
puisqu’elle est réalisée d’une part en aveugle et en routine au sein du laboratoire depuis de 
nombreuses années et d’autre part confirmée comme robuste et pertinente dans le cadre de 
diagnostic post-mortem chez l’Homme.   
La spongiose peut être retrouvée, selon les modèles d’étude, dans des souris saines notamment lors 
des phénomènes de sénescence. Ils ont notamment été décrits chez les souris PrPKo comme une 
conséquence de la déplétion de la PrPC (Gasperini et Legname, 2014). Par définition, une souris 
mature (animal complètement développé) n’est pas sensée présenter des phénomènes cérébraux de 
sénescence telle que la spongiose (Groschup et Buschmann, 2008 ; Wadsworth, Asante, et Collinge, 
2010). Cet éventuel biais a été pris en compte dans notre étude en incluant l’ensemble des souris 
contrôles (non exposées ou inoculées avec un homogénat sain) et en excluant de façon systématique 
les souris âgées de plus de 76 semaines (18 mois). De plus, en amont de l’analyse, nous avions défini 
le score de spongiose de 0,5 comme seuil limite de significativité. Certains individus âgés de plus de 
70 semaines, non exposés ou exposés avec des inocula sains, ont présenté une spongiose dite 
« physiologique » associée au vieillissement d’une valeur de 0,25 (en-dessous de notre seuil de 
positivité préalablement fixé à 0,5).  
Hypothèse de la réplication périphérique : retransmissions secondaires  
Comme décrit précédemment, l’exposition des souris conventionnelles, Swiss, par voie intraveineuse 
à des inocula issus de macaques transfusés vMCJ a conduit pour une partie d’entre elles au 
développement d’une EST classique et pour la majorité des autres souris à des phénotypes atypiques 
(Comoy et al., 2017). Contrairement à ces résultats, les souris immunodéficientes, NSG, exposées aux 
mêmes inocula par voie IV n’ont pas développé de maladie à prions « classique » mais uniquement 
des phénotypes atypiques (Rontard et al., 2017). De façon similaire, les souris inoculées avec des 
souches myélopathiques ont également développé des phénotypes atypiques.  
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La capacité des souches myélopathiques à transmettre des phénotypes atypiques dans un modèle 
murin immunodéficient, souligne des schémas pathogéniques différents de ceux connus pour l’agent 
de la vMCJ. Ces différents résultats repris dans la figure ci-dessous soutiennent notre hypothèse 
d’une réplication possible de certaines souches de prions indépendamment d’un système 
immunitaire fonctionnel (Figure 45).  
 
Figure 45 : Hypothèse de la réplication périphérique suite à une exposition par voie intraveineuse.  
A) à titre de contrôle, suite à une exposition par voie centrale : réplication directe retrouvée dans les deux modèles murins. 
B) Suite à une exposition par voie périphérique : neuroinvasion uniquement dans le modèle murin immunocompétent mais 
présence du phénotype atypique dans les deux modèles murins. C) Suite à une exposition par voie périphérique de souches 
myélopathiques : phénotype atypique associé à une absence de réplication dans la rate (fonctionnelle ou non). 
Dans la perspective de déterminer quel pourrait être le support de la réplication périphérique (s’il 
existe) lors d’une exposition par voie intraveineuse, nous avons procédé à une série de passages 
secondaires : exposition d’homogénats spléniques de souris NSG (donneuses) à des souris 
conventionnelles (modèle Swiss). Actuellement, ces souris sont toujours en cours d’incubation mais 
plusieurs cas de figures lors de l’analyse post-mortem peuvent être envisagés (i) Le premier pourrait 
être l’apparition d’une maladie à prion avec les marqueurs classiques (PrPres) permettant de souligner 
une nouvelle fois l’appartenance des souches atypiques au spectre des maladies à prions.  
Évaluation descriptive de la réplication périphérique (étude A)  
  138 
(ii) Le deuxième serait l’apparition de phénotypes atypiques indiquant qu’une réplication 
périphérique a bien eu lieu dans la rate des souris NSG (lors du premier passage). Les résultats de ces 
deux premières hypothèses souligneraient des mécanismes communs avec ceux décrits pour l’agent 
de la vMCJ suite à une exposition périphérique. De façon plus précise, on assisterait donc à la 
persistance de PrP infectieuse dans la rate, mais qui ne conduirait pas à une réplication périphérique 
efficace au regard du caractère immunodéficient des souris NSG.  
(iii) La dernière possibilité envisagée est l’absence de transmission à la souris Swiss suggérant que la 
réplication périphérique n’a pas lieu dans la rate. Là encore, nous pouvons émettre l’hypothèse que : 
la réplication a lieu dans un autre organe (non identifié à ce jour) ou qu’une neuroinvasion directe a 
eu lieu (dans la moelle épinière). Cette dernière hypothèse doit être nuancée car l’absence de 
réplication périphérique dans la rate des souris NSG pourrait être liée à leur caractère 
immunodéficient. Pour répondre à cette question, des transmissions secondaires ont été opérées, en 
parallèle de mon projet doctoral, à partir de souris Swiss exposées à des souches myélopathiques 
vers des souris Swiss. 
6.2 Étude descriptive des structures spléniques 
Une partie des thématiques du laboratoire consiste à mettre au point des techniques d’IHC plus 
sensibles que celles appliquées en routine. Ces optimisations, en cours de dépôts de brevets, 
reposent sur la détection des épitopes de la PrP à l’aide de prétraitements particuliers. Nos 
optimisations nous ont conduit à détecter chez les macaques transfusés développant une 
myélopathie une accumulation de PrP anormale dans le parenchyme splénique (plus précisément 
autour des vaisseaux). Ce marquage ectopique est également présent chez les macaques transfusés 
vMCJ en plus de celui retrouvé dans les structures immunitaires. 
De façon générale, les techniques d’histologie ont apporté des éléments importants dans notre 
étude notamment en termes de localisation de la PrP et d’anatomie des structures considérées. Deux 
limites méritent toutefois d’être soulevées. La première est que nos résultats sont entièrement basés 
sur des techniques histologiques. La seconde est que les régions vasculaires sont connues pour 
« accrocher » de façon non spécifique de nombreux marqueurs. Néanmoins, aucune accumulation 
anormale de PrP n’est présente chez les macaques sains. De plus, ce marquage a été retrouvé avec 
plusieurs anticorps anti-PrP.  
Caractérisation de la région périvasculaire accumulant anormalement la PrP   
Nous avons déterminé que cette région périvasculaire est riche en fibres (déterminé grâce à une 
coloration à l’orcéine) et en muscles lisses (détectés par l’actine). Les colorations à l’orcéine et à 
l’hématoxyline-éosine nous ont également permis d’apprécier l’aspect morphologique général de 
cette structure.   
Cette étude a été menée en utilisant des coupes histologiques en série afin de pouvoir comparer les 
différents marqueurs entre eux. Pour cette analyse, il aurait été plus adapté de réaliser des doubles 
marquages (PrPC et SMA ; PrPC et orcéine). Ces derniers permettraient également de déterminer 
quelles sont les cellules et structures impliquées dans l’accumulation de la PrP anormale. Cette 
analyse pourra être complétée par d’autres marqueurs et colorations des fibres de collagène 
(anticorps anti-collagène IV, colorations au Rouge Sirius ou Trichome de Masson).  
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À ce jour, peu de données sont disponibles sur les régions périvasculaires spléniques. Dernièrement, 
une équipe allemande a d’ailleurs découvert une nouvelle population cellulaire chez l’Homme 
(Steiniger et al., 2014). Leurs travaux soulignent qu’il existerait une troisième population, en plus des 
cellules dendritiques réticulaires et folliculaires, localisée autour des vaisseaux sanguins et marquée 
spécifiquement par l’anticorps CD271. Ce marqueur a été retrouvé dans la rate des macaques 
cynomolgus. Toutefois, il ne marquait pas spécifiquement notre région d’intérêt périvasculaire. 
L’année suivante, cette même équipe a souligné des différences anatomiques et cellulaires majeures 
entre l’Homme et la souris (Steiniger, 2015). Ils ont par exemple déterminé que cette population 
cellulaire CD271 positive est absente chez la souris. 
Nos données préliminaires soulignent que les régions périvasculaires accumulant des dépôts 
anormaux de PrP ne sont pas composées de structures immunitaires comme cela est classiquement 
connu dans le cadre d’une exposition périphérique. Cette accumulation ectopique pourrait refléter 
que ces structures sont capables de capter l’infectiosité en fonction de la composition de l’inoculum. 
Nous pouvons émettre l’hypothèse que l’infectiosité soluble (contenue dans le sang) pourrait être 
retenue dans les structures périvasculaires, tandis que l’infectiosité présente sous forme d’agrégats 
ne serait pas retenue et conduirait au développement d’une vMCJ (Comoy et al., 2017). Cette 
hypothèse est sous-tendue par l’implication d’une hétérogénéité de souches de prions. En effet, il est 
possible que certaines souches vMCJ soient composées d’un mélange de souches vMCJ « classiques » 
et myélopathiques. Lors d’une inoculation par voie intraveineuse, les souches myélopathiques 
pourraient alors « prendre le dessus » et seraient alors majoritaires. Cette hypothèse implique qu’il 
puisse exister une sélection des souches de prion en fonction de la voie d’inoculation. De façon plus 
précise, la voie intraveineuse pourrait impliquer des structures vasculaires pouvant jouer le rôle de 
filtre et retenir l’infectiosité en fonction des différentes formes (soluble ou agrégée).   
Ainsi, les structures périvasculaires, décrites dans nos travaux comme accumulant la PrP anormale, 
pourrait piéger l’infectiosité soluble contenue dans les dérivés sanguins.  
Comparaison de rates de différentes espèces  
Une autre partie de mon travail a été de déterminer si cette structure périvasculaire existe dans 
d’autres modèles. À terme, l’objectif était de confirmer ou infirmer si le syndrome myélopathique est 
spécifique au macaque ou si ces structures pourraient également être impliquées dans d’autres 
modèles et notamment chez l’Homme. 
Notre étude descriptive met en évidence des organisations différentes de la pulpe blanche et rouge 
dans les modèles expérimentaux étudiés (souris, chèvre, vache, mouton, babouin, macaques, 
lémurien et humain). Ces disparités anatomiques laissent sous-entendre des différences 
physiologiques fonctionnelles. Cependant, l’ensemble des espèces étudiées présentent les structures 
périvasculaires accumulant anormalement la PrP chez les macaques transfusés (vMCJ et 
myélopathiques). Une analyse plus approfondie est nécessaire afin de comprendre la fonctionnalité 
de ces structures et étendre ces données en termes d’implication dans la réplication périphérique de 
l’agent du prion. En perspectives, il faudrait élargir cette étude à d’autres organes lymphoïdes 
(notamment amygdales et appendices), afin de pouvoir le cas échéant réaliser des études de 
prévalence ante mortem chez l’Homme (c’est un des objectifs du projet ANR 
« UnmaskingBloodPrions »). En effet, les études chez l’Homme sont réalisées à partir de pièces post-
opératoires telles que les amygdales et l’appendice. 
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Néanmoins se pose la question de l’expression physiologique de la PrPC dans ces différentes 
structures de la rate. En effet, on peut émettre l’hypothèse qu’en fonction des structures spléniques 
étudiées (pulpe blanche, rouge), différents niveaux d’expression de la PrPC soient impliquées dans la 
réplication de la PrP anormale. Dans ce sens, les travaux de Kim et ses collaborateurs ont déterminé 
que les souris humanisées (Tg650) ne sont pas le meilleur modèle dans l’étude de la réplication 
périphérique (Kim et al., 2016). Cet article souligne également l’implication de la PrPC dans 
l’organisation anatomique de la rate en comparant différentes lignées murines. Dans cette 
hypothèse il faudrait analyser et déterminer les modèles présentant des répartitions de la PrPC 
proches de celles observées dans les structures spléniques humaines. Ces différences anatomiques et 
physiologiques pourraient suggérer que l’étude de la réplication périphérique dans les maladies à 
prions chez la souris n’est pas la plus pertinente pour étudier les mécanismes physiopathologiques 
humains (Steiniger et al., 2015), et être éventuellement un élément expliquant pourquoi le syndrome 
myélopathique aurait été mis en évidence chez le macaque cynomolgus et pas précédemment dans 
d’autres modèles expérimentaux.  
Ainsi, nos données sous-tendent notre hypothèse d’une réplication périphérique en dehors des 
mécanismes connus et que la réplication périphérique précoce conduise soit à une vMCJ soit à des 
syndromes myélopathiques en fonction de l’inoculation de souches solubles ou agrégées et des 
structures impliquées (immunitaires versus non immunitaires). Une étude mécanistique est donc 
nécessaire afin de mieux comprendre ces différences et souligner le risque en termes de santé 
publique.  
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Chapitre III : Mise en place d’un modèle organoïde 
neuroectodermique en 3D d’infection (Étude B) 
Le second objectif de mon projet doctoral a été la mise en place d’un modèle cellulaire d’infection 
alternatif à l’expérimentation animale. Notre stratégie a été d’exposer des mini-brains (MBs) à 
différentes souches de prions. Ces organoïdes cérébraux initialement mis au point en 2013 consiste 
en la différenciation de cellules iPS d’origine humaines (Lancaster et al., 2013). Ils récapitulent les 
différents processus impliqués dans le neurodéveloppement humain et leurs cultures en 3D facilitent 
les interactions cellule-cellule.  
1- Matériel et méthodes de l’étude B 
1.1 Les cellules souches pluripotentes utilisées 
Dans notre étude, des cellules souches humaines, simiennes et murines ont été utilisées23.   
Les cellules humaines  
Les cellules iPS humaines ont été reprogrammées au sein du laboratoire par la plateforme 
« Ingénierie de la Pluripotence » CEA-SupBiotech (F. Yates et R. Jarray ; Pavoni et al., 2017 : article en 
préparation). Elles proviennent de fibroblastes humains BJ (ATCC, France). La reprogrammation a été 
effectuée grâce au virus de Sendai et à l’expression des quatre facteurs de Yamanaka (Takahashi et 
Yamanaka, 2006 ; Lieu et al., 2013). Ces cellules ont été cultivées en feeder-free sur Matrigel® 
(Corning®, 354277). Le milieu de culture utilisé est le mTeSRTM (Stem Cell Technologies, 85850) 
(Thompson et Cohen, 2006). Les cellules iPS ont été sélectionnées manuellement (passage manuel) 
une fois par semaine ou par traitement chimique à l’aide de ReLeSR (StemCell, 05872). En parallèle, 
ces cellules ont également été cultivées sur fibroblastes embryonnaires murins (MEFs) inactivés par 
irradiation (GlobalStem, GSC-6201G) notamment afin de servir de référence lors de l’adaptation du 
protocole de génération des organoïdes simiens et murins.  
Les cellules simiennes  
Les cellules iPS simiennes ont été généreusement données par le Docteur Leila Maouche-Chrétien 
(CEA/DSV/iMETI/STI). Brièvement, ces cellules ont été dérivées de cellules souches 
hématopoïétiques de macaque cynomolgus (Abed et al., 2015). Elles ont été reprogrammées grâce à 
la transduction répétée de rétrovirus exprimant les facteurs de Yamanaka (Abed et al., 2015). Ces 
cellules iPS sont cultivées sur MEFs inactivés par irradiation (GlobalStem).  
Le milieu de culture, hES, est composé de DMEM/F12 (Invitrogen), 20% KnockOut Serum 
Replacement (KOSR, Invitrogen), 100 µM d’acides aminés non essentielles (Invitrogen), 100 µM de β-
mercaptol et supplémenté en 10 ng/ml de bFGF (Gibco, PH-G0264). Du FGF stabilisé est également 
disponible noté StemBeads (StemCultures, SB500) lorsque le milieu de culture ne peut être changé 
tous les jours.  
                                                          
23Les différents termes proposés dans cette partie ont été définis précédemment (Pages 79 à 89).  
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Les cellules murines 
Dans notre étude deux types de cellules souches pluripotentes murines ont été utilisées.   
Tout d’abord, des cellules souches embryonnaires (cellules ES) généreusement fournies par le 
Docteur Leila Maouche Chrétien (CEA/DSV/iMETI/STI). Brièvement, ces cellules ont été isolées à 
partir de la masse interne du blastocyste d’un embryon de souris conventionnelle, C57Bl/6. Elles 
seront appelées cellules ES C57 dans la suite du manuscrit. 
Le second type cellulaire correspond à des cellules iPS obtenues par reprogrammation de fibroblastes 
murins extraits de souris Tg338 (sur-exprimant la PrPC ovine et sans expression endogène) (Vilette et 
al., 2001). Ces cellules, reprogrammées au sein du laboratoire, seront notées iPS 338 dans la suite du 
manuscrit. 
Les deux types de cellules souches pluripotentes murines ont été cultivées sur MEFs inactivées 
(GlobalStem, GSC-6201G) dans un milieu de culture composé de DMEM (Invitrogen), 10% sérum de 
vœu fœtal, SVF, 1% de pénicilline/ streptomycine (Sigma, G1146) supplémenté en 10 ng/ mL de LIF 
(ESGRO-LIF, Millipore). Elles ont été passées manuellement une fois par semaine. Des passages 
enzymatiques grâce à l’action de la trypsine ont également été réalisés. 
1.2 Techniques de culture des cellules souches pluripotentes 
Afin de maintenir les cellules souches pluripotentes dans leur état indifférencié, les méthodes de 
culture sont distinctes de celles couramment utilisées pour les autres types cellulaires. Il est 
important de déterminer le choix du support, en adhérence (feeder) ou non (feeder-free), ainsi que la 
technique de sélection, manuelle ou enzymatique. Ces différents éléments seront repris dans le 
tableau 22.  
Culture sur support nourricier/ en feeder  
La culture sur support a été réalisée pour les trois types cellulaires (humains, simiens et murins).  
Les MEFs inactivés par irradiation (GlobalStem, GSC-6201G) ont été passés toutes les semaines à 
raison de 250 000 cellules pour un puits de plaque 6 puits coatés en gélatine (Sigma, G1393). Le puits 
a préalablement été recouvert d’une solution de gélatine à 0,1% p/v (filtrée à 0,2 µm) et la solution 
de coating incubée pendant vingt minutes à température ambiante. Une fois rincée en PBS, la plaque 
est prête à être utilisée ou peut être conservée à 4°C en PBS.   
Les MEFs sont ensemencés dans le puits pré-coaté et maintenus dans du DMEM, 10% SVF et 1% P/S) 
. Le lendemain, les MEFs sont adaptés à leur futur milieu en remplaçant complètement ce dernier par 
le milieu de culture associé aux cellules souches utilisées. Le surlendemain, les cellules souches 
pluripotentes peuvent être passées sur les MEFs. 
Culture sans support nourricier/ en feeder-free 
Cette technique de culture a uniquement été utilisée pour les cellules iPS d’origine humaines.  
La culture sans support est possible grâce à l’utilisation d’un coating en Matrigel (Corning, 354277). 
Brièvement, la surface de culture est recouverte d’une solution de Matrigel diluée dans du DMEM/ 
F12 (Invitrogen) et incubée pendant deux heures à température ambiante. La dilution effectuée est 
dépendante de la concentration protéique contenue dans le lot, généralement de l’ordre de 13 µL/ 
ml. La solution de coating est ensuite retirée et la boite peut être directement utilisée en ajoutant du 
milieu de culture approprié pour les cellules iPS humaines.  
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Passage manuel  
Les cellules souches pluripotentes cultivées en feeder-free ou sur MEFs (feeder) peuvent être passées 
manuellement ou par dissociation enzymatique ou chimique. 
Le passage manuel consiste à sélectionner sous microscope et sous hotte à flux laminaire de type II, 
les colonies répondant aux critères morphologiques des cellules iPS. Ces dernières ont été coupées 
en morceaux à l’aide d’une pipette en verre biseautée (VitroLife) ou grâce à un cône de 20 µL. Les 
morceaux de colonies ainsi aspirés ont été placés, en milieu de culture adapté, dans une nouvelle 
boîte de culture coatée en Matrigel ou sur un tapis de MEFs contenant le milieu de culture approprié 
aux cellules utilisées.  
Passage enzymatique ou dissociation chimique   
Cette étape varie en fonction du support utilisé et du type cellulaire. 
Les cellules iPS humaines peuvent être dissociées chimiquement grâce au ReLeSR (StemCell, 05872). 
La solution de ReLeSR a été incubée une minute à température ambiante avant d’être entièrement 
retirée. Les cellules ont ensuite été laissées à l’air libre, sous hotte, pendant cinq minutes avant 
d’être récupérées dans du milieu de culture. Puis, les cellules ont été diluées dans du milieu de 
culture et placées dans une nouvelle boite de culture.  
Concernant les cellules iPS humaines et simiennes cultivées sur MEFs, une fois les cellules rincées en 
PBS, elles ont été incubées de 20 à 40 minutes en dispase (StemCell Technologies, 07923). Lorsque 
les cellules sont décollées, elles ont été diluées et placées dans une nouvelle boite. À cette étape, il 
est important de ne pas faire plus de trois allers-retours avec la pipette afin de maintenir les cellules 
iPS en colonies. 
Les cellules souches pluripotentes murines peuvent être dissociées grâce à la trypsine (Eurobio) 
incubée pendant 2 minutes à 37°C. L’action de la trypsine a ensuite été arrêtée avec le sérum 
contenu dans le milieu de culture des cellules souches murines (DMEM ; SVF ; P/S ; LIF).  
Congélation des cellules iPS  
Les trois types de cellules souches pluripotentes ont été régulièrement congelées afin de maintenir 
un stock à différents passages.  
Une fois les cellules rincées en PBS, elles ont été incubées pendant 15 minutes en collagénase IV 
(StemCell Technologies, 07909 à 1 mg/mL, pour les cellules feeder-free) ou pendant 30 minutes en 
dispase (pour les cellules cultivées sur MEFs). Lorsque la solution enzymatique est retirée, du milieu 
de culture a été ajouté et les cellules ont été décollées à l’aide d’un « scraper » (grattoir de cellule, 
Dutscher). Les cellules ont ensuite été centrifugées à 270 g pendant cinq minutes. Le culot cellulaire a 
été repris dans une solution composée de 90% de KOSR (Gibco, 10828-010) et 10% de DMSO. Le 
point crucial est de faire le moins d’aller-retour avec la pipette pour assurer une taille optimale des 
colonies. Les ampoules contenant les cellules à congeler ont ensuite été placées à -80°C puis 
conservées dans l’azote liquide.   
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Tableau 22 : Principales conditions de culture des trois lignées de cellules souches pluripotentes utilisées.  
 
iPS humaines iPS simiennes 
Cellules souches murines  
(ES C57 et iPS 338) 
Milieux de culture 
(composition) 
mTeSRTM / hES (DMEM/F12 – 
20% KOSR - 100 µM NEAA, 
100 µM de β-
mercaptoéthanol et 
supplémenté avec 10 ng/ml 
de bFGF) 
Milieu hES 
supplémenté 
en FGF 
Milieu classique (DMEM, 
10% SVF, 1% P/S) 
supplémenté en LIF 
(10 ng/ml) 
Facteurs stabilisés 
(pour les jours 
d’absence) 
FGF stabilisé 
(StemBeads, StemCulture) 
FGF stabilisé  
Non disponible 
(Ajout d’un volume de 
milieu de culture plus 
important) 
Support  
(feeder-free/ MEF) 
Les deux supports : 
préférence pour feeder-free 
MEF MEF 
Passage (manuel/ 
enzymatique) 
Les deux supports : 
préférence pour passage 
manuel 
Manuel Manuel 
ES : embryonic stem -cells/ FGF : fibroblast growth factor/ iPS : induced pluripotente stem -cells/ KOSR : 
KnockOut Serum Replacement/ LIF : leukemia inhibitory factor/ MEF : murine embryonic fibroblast/ NEAA : 
acide aminé non essential/ P/S : pénicilline-streptomycine 
1.3 Reprogrammation des cellules murines 
Les cellules iPS 338 ont été reprogrammées au sein du laboratoire grâce au virus de Sendai. Le 
protocole comprend différentes étapes : isolement et amplification des cellules murines adultes, 
transduction au moyen du virus de Sendai et caractérisation des cellules reprogrammées (Figure 46).  
 
Figure 46 : Schématisation du mode opératoire d’obtention de cellules souches pluripotentes induites murines.  
IPS : induced pluripotent stem – cells. MEF : murine embryonic fibroblasts. 
Isolement des fibroblastes murins  
Ce protocole a été réalisé sur des souris conventionnelles (C57Bl/6), transgéniques (Tg338) et KO 
pour le gène Prnp (Zurich1).   
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Une fois l’animal euthanasié (souris âgée de 4 à 6 semaines) par injection intra-péritonéale de 
pentobarbital, une biopsie de peau d’environ 2 cm2 a été réalisée. Pour cela, la zone d’intérêt est 
tondue et désinfectée à l’éthanol 70%. Le tissu prélevé a ensuite été placé dans une solution de 
Bétadine à 0,5%.  
L’ensemble des étapes décrites ci-dessous a été réalisé sous hotte afin de garantir un environnement 
stérile. Une fois le tissu rincé deux fois en PBS, un traitement enzymatique à la collagénase IV 
(StemCell Technologies, 07909 à 1 mg/mL) a été réalisé pendant 30 min à 37°C. L’explant a ensuite 
été rincé deux fois en PBS et coupé en plusieurs morceaux (environ 0,5 cm2). Les morceaux ainsi 
réalisés ont été placés dans une boite de culture en s’assurant que le derme soit dirigé vers le fond 
de la boite afin de faciliter l’adhésion et la croissance des fibroblastes. Les explants ont été laissés à 
l’air libre, sous hotte, pendant 10 minutes minimum afin de permettre l’évaporation du surplus de 
liquide. Une goutte de SVF (correspondant à environ 200 µL) supplémenté en antibiotiques (5% de 
pénicilline/streptomycine, Sigma, G1146) a été ajoutée directement sur les morceaux d’explant. Ils 
seront incubés pendant 24 h à 37°C sous une atmosphère contenant 5% de CO2.  
Lorsque les explants ont adhéré sur le fond de la boite de culture (environ deux jours après la mise 
en culture), du milieu a été ajouté en volume suffisant afin de recouvrir l’ensemble de l’explant (2 mL 
pour une boite de 35 mm). Le milieu de culture composé de DMEM (Gibco), 10% de SVF 
(ThermoFisher) et 5% de P/S (Sigma, G1146) a été changé tous les trois jours.   
Environ 15 jours après la mise en culture, un tapis de fibroblastes est observé autour de l’explant. Ce 
dernier doit alors être retiré car il devient un frein à la croissance des fibroblastes. Pour cela, la 
plaque a été rincée deux fois en PBS et l’explant retiré à l’aide de cônes stériles. Les cellules ont 
ensuite été dissociée à la trypsine (Eurobio, CEZTDA00) afin de récupérer les fibroblastes. L’action de 
la trypsine a été arrêtée avec un volume équivalent de milieu de culture contenant du sérum. Une 
étape de centrifugation a ensuite été réalisée pendant 5 minutes à 1200 rpm. Une fois le surnageant 
retiré, le culot cellulaire a été repris dans du milieu de culture. Une partie des cellules a été amplifiée 
en vue de réaliser une reprogrammation. Une autre partie a été congelée dans 90% de SVF et 10% 
DMSO puis conservée à -80°C pendant 24 heures avant d’être placée dans l’azote liquide.  
Isolement des cellules de la moelle osseuse de différentes espèces murines  
En parallèle, les cellules de la moelle osseuse ont été récupérées en vue de réaliser des 
reprogrammations grâce au virus de Sendai. Concrètement, trois espèces murines ont été utilisées, 
des souris : conventionnelles (C57Bl/6), transgéniques (Tg338) et délétées pour le gène Prnp (ZH1).  
De façon plus précise, une fois l’animal euthanasié, les deux fémurs ont été récupérés et coupées aux 
extrémités. L’objectif va être d’appliquer une pression à une des deux extrémités à l’aide d’une 
seringue contenant du milieu de culture stérile. Les cellules de la moelle osseuse sont alors 
récupérées à l’autre extrémité dans un tube stérile. Une fois centrifugées à 270 g pendant 5 minutes, 
les cellules ont directement été placées dans une boite de culture. Le milieu de culture, composé de 
DMEM, 10% SVF et 5% P/S, a été changé tous les trois jours. Les antibiotiques ont été maintenus 
pendant une semaine puis retiré du milieu de culture. Au bout d’environ 10 jours, les cellules ont été 
décollées de leur support grâce à l’incubation pendant cinq minutes à 37°C de la trypsine. L’action de 
cette dernière a été arrêtée par l’ajout de milieu de culture contenant du sérum. Une partie des 
cellules a préalablement été diluée avant d’être remise en culture.   
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Reprogrammation des fibroblastes murins  
Seuls les fibroblastes issus des souris Tg338 ont finalement été reprogrammés grâce au virus de 
Sendai (CytoTune-iPS 2.0 Sendai Reprogramming Kit, Thermofisher) exprimant les quatre facteurs de 
Yamanaka (Oct3/4, Sox2, Klf4 et c-Myc. Les cellules ont été ensemencées la veille dans des puits de 
plaques 24 puits à raison de 40 000 cellules/ puits de manière à obtenir une confluence de 60% le 
jour de la transduction.  
Le lendemain, la transduction a été réalisée pendant 24 heures à 37°C en doublant les ratios de 
vecteurs proposés par le fabricant (Tableau 23). Les antibiotiques (P/S) ont été retirés du milieu de 
culture pour limiter toute interférence avec le virus. 
Tableau 23 : Ratio des différents vecteurs préconisé par le fabricant lors de la transduction par le virus de Sendai 
(Thermofisher, Kit CytoTune Sendai).  
Référence (CytoTune Sendai) KOS : Klf4 – Oct3/4 – Sox2 c-Myc Klf4 
Multiplicity of infection (MOI) 5 5 3 
En parallèle, un autre puits contenant le même nombre de fibroblastes murins a été exposé au virus 
GFP (Green fluorescent protein, CytoTune Thermofisher, A16519) à titre de contrôle du bon 
déroulement de l’infection. Ce vecteur codant pour la protéine fluorescente (GFP) permet de vérifier 
en amont que les fibroblastes pourraient être sensibles à la transduction par le virus de Sendai.  
Deux jours après, le milieu de culture a été complètement changé. Au bout de six jours, les cellules 
sont décollées (digestion enzymatique à la trypsine) et passées sur des MEFs inactivés (GlobalStem, 
GSC-6201G). C’est à ce stade que le facteur de croissance, LIF, a été ajouté (ESGRO-LIF, Millipore, 
ESG1106). Concrètement, le milieu des cellules murines (iPS 338 et ES C57) est constitué de DMEM, 
10% SVF, 1% P/S et 10 ng/ mL de LIF. Au cours de la culture, des colonies de cellules iPS vont se 
former et seront sélectionnées manuellement chaque semaine.  
Caractérisation de la pluripotence des cellules iPS 338  
Plusieurs expériences ont été réalisées afin de mettre en évidence le caractère pluripotent des 
cellules iPS 338 reprogrammées au sein du laboratoire. La première d’entre elles a été d’observer 
l’aspect des colonies en culture. Les colonies non différenciées et présentant des bords lisses ont été 
sélectionnées manuellement à chaque passage afin de les maintenir en culture. Le deuxième critère 
a été de générer des corps embryoïdes (EBs) grâce à la technique présentée ci-dessous24.  
Des tératomes ont également été réalisés en injectant, in vivo, 200 µl de lysat cellulaire dilués de 
moitié dans du Matrigel® (Corning®, 354248). Pour cette expérience, des souris immunodéficientes, 
NSG, âgées de moins de 10 semaines ont été utilisées. Brièvement, une fois le surnageant éliminé, le 
culot cellulaire a été repris dans 100 µl de PBS et dans le même volume de Matrigel® préalablement 
décongelé pendant 12 heures à 4°C. À l’aide d’une seringue à insuline, la solution cellulaire (lysat 
cellulaire dilué en Matrigel®) a été injectée délicatement en sous-cutanée au niveau du flanc de 
l’animal préalablement anesthésié, tondu et désinfecté sur la zone d’intérêt. Jusqu’à son réveil 
complet, l’animal est surveillé et placé sous lampe chauffante. Environ un mois et demi après, la 
tumeur est visible. 
                                                          
24 Paragraphe : 1.4 Génération des organoïdes neuro-ectodermiques 
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Avant que l’animal présente des signes de douleur (notamment des difficultés à se déplacer), il est 
euthanasié par un surdosage de pentobarbital. La tumeur est alors prélevée et fixée en formol. Les 
coupes ont ensuite été colorées en HE afin de vérifier la différenciation des cellules reprogrammées 
dans les trois feuillets (endoderme, mésoderme et ectoderme).  
La recherche de marqueurs de pluripotence a été effectuée par PCR. L’ARN total a été isolé des 
cellules iPS grâce au kit NucleoSpin RNA II (Macherey Nagel) selon les instructions du fabricant. Au 
total 1 µg d’ARN a été utilisé pour réaliser la transcriptase inverse afin de synthétiser de l’ADN 
complémentaire (BioRad, iScript cDNA Synthesis Kit). La PCR a été réalisée via le kit GoTaq DNA 
Polymerase (Promega). Les produits de PCR ont été déposés et électrophorés sur gel d’agarose à 1% 
et analysés grâce au Gel Doc 2000 System (Biorad). Les amorces, présentées dans le tableau 24, ont 
été utilisées à une concentration de 50 µM (Eurofins).  
Tableau 24 : Liste des oligonucléiotides utilisés dans la caractérisation des cellules souches murines par PCR.  
Nom des oligonucléotides Séquence (5'->3') Température moyenne 
Oct3/4 sens  TCTTTCCACCAGGCCCCCGGCTC  69,6 
Oct3/4 anti-sens TGCGGGCGGACATGGGGAGATCC 69,6 
Sox2 sens TAGAGCTAGACTCCGGGCGATGA 64,2 
Sox 2 anti-sens  TTGCCTTAAACAAGACCACGAAA 57,1 
Rex1 sens  ACGAGTGGCAGTTTCTTCTTGGGA 62,7 
Rex1 anti-sens  TATGACTCACTTCCAGGGGGCACT 64,4 
Nanog sens  CAGGTGTTTGAGGGTAGCTC 59,4 
Nanog anti-sens  CGGTTCATCATGGTACAGTC 57,3 
1.4 Génération des organoïdes neuro-ectodermiques 
Génération des organoïdes issus de cellules souches pluripotentes humaines  
La génération des MBs a été adaptée au laboratoire d’après le protocole de Lancaster et ses 
collaborateurs (Lancaster et al., 2013 ; Lancaster et Knoblich., 2014). Des corps embryoïdes (EBs) ont 
été effectués en utilisant la technique de la goutte pendante (encore appelée goutte suspendue ou 
Hanging drop) forçant l’agrégation cellulaire (Figure 48).   
Les cellules iPS sont préalablement isolées à l’aide d’une digestion enzymatique (Accutase, Sigma, 
A6964). Puis, un nombre défini de cellules iPS a été déposé directement sous forme de goutte dans le 
couvercle d’une boite de Pétri (60 mm). Ce couvercle est ensuite retourné, et 15 mL de PBS ont été 
placés dans le fond de la boite afin de maintenir un environnement humide. Les cellules en 
suspension ont ensuite été incubées deux jours à 37°C, sous une atmosphère à 5% de CO2. Le 
nombre de cellules, la taille de la goutte et le temps d’incubation ont fait l’objet d’études au 
laboratoire dans le cadre de la mise au point de ce protocole.   
Au bout de deux jours, les gouttes contenant les cellules agrégées sont récupérées délicatement à 
l’aide d’une pipette (P1000) et d’un cône préalablement coupé pour ne pas endommager les 
sphéroïdes (Figure 47C). Les EBs ont été placés dans des plaques non traitées (Corning, 351146). Pour 
certaines expériences, des plaques préalablement coatées en poly-héma ont été utilisées afin de 
limiter l’adhésion cellulaire tout en forçant le maintien en 3D des EBs. Le fond du puits a été 
recouvert durant 12 heures d’une solution de polyHEMA (Sigma, P3932) : pour 38 ml d’éthanol 
absolu, 2 ml d’eau distillée et 1,2g de polyHEMA. Le lendemain les plaques peuvent être directement 
utilisées ou conservés à 4°C jusqu’à utilisation.  
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Figure 47 : Mode opératoire de génération des corps embryoïdes grâce à la technique de la goutte pendante.  
A) La technique de génération des corps embryoïdes (EBs) grâce à la technique de la goutte pendante (Hanging drop) 
nécessite de déposer 9000 cellules souches pluripotentes induites (iPS) préalablement isolées dans un volume optimisé de 
milieu de culture. Les gouttes contenant les cellules sont ensuite placées sur le couvercle d’une boite de Pétri, puis ce 
dernier est retourné et maintenues à 37°C pendant deux jours. B - C) Au bout de deux jours les EBs sont récoltés selon deux 
méthodes. B) La première méthode consiste à déposer du milieu de culture sur le haut du couvercle, légèrement incliné, 
afin de faire sédimenter les EBs dans le bas permettant ainsi de pouvoir les récupérer. C) La seconde technique consiste à 
récupérer les EBs directement à l’aide d’un cône de 100 µL préalablement coupé.  
La suite du protocole est équivalente à celui développé par Lancaster et son équipe (Lancaster et al., 
2013 ; Lancaster et Knoblich., 2014). Brièvement, le milieu de culture des EBs a été changé au 
minimum tous les deux jours. En parallèle, les EBs ont été observés quotidiennement sous 
microscope afin d’enlever ceux ne possédant pas les caractéristiques morphologiques requises 
(fusion, désagrégation, taille inférieure à 200 µm). Puis, les EBs ont été passés dans différents milieux 
de culture pour induire la différenciation neurale (Figure 48). 
Environ 10 jours après, les EBs ont été encapsulés dans du Matrigel® à haute concentration (BD 
Matrigel Matrix High Concentration, 354248, Corning Matrigel Matrix) servant de support pour 
maintenir leur croissance en 3D. Sur une surface de Parafilm, les EBs ont été placés dans une goutte 
de 30 µL de Matrigel®. Ce dernier doit être rapidement prélevé à l’aide de cônes mis préalablement à 
-20°C. Le film de paraffine contenant les EBs entourés de Matrigel® sont placés à 37°C pendant 
10 minutes. Cette étape permet au Matrigel® de polymériser et ainsi d’encapsuler les EBs. Les EBs 
encapsulés en Matrigel® seront ensuite remis en culture. Au bout de cinq jours, les plaques de 
culture contenant les MBs ont été mises sont agitation permanente afin d’assurer l’oxygénation et 
l’apport des différents nutriments au cœur des sphéroïdes. 
Lorsque les EBs sont encapsulés dans le Matrigel®, ils sont appelés mini-brains (MBs) selon le terme 
employé par Lancaster et son équipe (Lancaster et al., 2013).   
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Figure 48 : Liste des milieux de culture utilisés dans la génération des organoïdes neuro-ectodermiques en fonction du 
stade de différenciation.  
Génération d’organoïdes cérébraux murins et simiens  
Le même protocole de génération des MBs humains a été utilisé avec la technique de la goutte 
pendante. La seule modification réside dans les étapes initiales de séparation des cellules souches 
pluripotentes des MEFs. Les cellules ont été rincées deux fois en PBS, puis incubées de 20 à 
40 minutes en dispase (StemCell Technologies, 07923). Lorsque les cellules sont décollées, elles ont 
été placées dans un tube de 15 ml afin de séparer les MEFs des cellules iPS d’intérêt. Une fois les 
cellules sédimentées, le surnageant contenant les MEFs a été retiré et du milieu de culture a été 
ajouté afin de répéter cette étape de sédimentation. Une fois le surnageant enlevé, les colonies ont 
été dissociées en cellules isolées. Le culot cellulaire a été repris dans de la trypsine (Eurobio, 
CEZTDA00) en réalisant plusieurs allers-retours avec une P1000. La dissociation se poursuit en 
plaçant les cellules dans la trypsine pendant deux minutes à 37°C. L’action de la trypsine a été 
arrêtée avec un inhibiteur de trypsine (Lonzo TNS, CC-5002). La suite du protocole est ensuite 
identique et les EBs sont générés grâce à la technique de la goutte suspendue.  
Afin de distinguer ces structures obtenues à partir de cellules souches murines et simiennes, des MBs 
issues de cellules iPS humaines, elles seront appelées organoïdes dans la suite du manuscrit.  
1.5 Techniques de colorations  
Caractérisation immunohistochimique des organoïdes  
Contrairement au protocole de Lancaster et son équipe, les caractérisations des organoïdes neuro-
ectodermiques ont été réalisées par IHC et non par immunofluorescence pour des raisons de 
commodités au sein du laboratoire. En pratique, une fois ces structures fixées dans une solution de 
formol 4% (VWR, MC3136136010) pendant deux jours à 4°C, ces dernières ont été rincées trois fois 
en PBS puis maintenues jusqu’à inclusion en paraffine dans du PBS à 4°C. Notre première stratégie a 
été d’enrober ces organoïdes fixés dans une solution de collagène afin de ne pas endommager leur 
structure 3D.   
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Puis, différentes optimisations, réalisées au sein de l’équipe, ont permis de négliger cette étape, 
notamment en réduisant le temps d’inclusion de 8 heures à 5 heures, et d’inclure les organoïdes 
directement en paraffine. Le protocole d’inclusion en paraffine est présenté dans le tableau 25 
réalisé grâce à la machine sous-vide Shandon Excelsior (Thermo Electron Corporation). Les 
immunomarquages ont été réalisés à l’aide du protocole présenté précédemment25 grâce aux 
anticorps répertoriés dans le tableau 26.  
Tableau 25 : Programme d’inclusion optimisé pour les organoïdes cérébraux.  
Solutions Temps 
Alcool 70% 20 minutes 
Alcool 96% 15 minutes 
Alcool 96% 20 minutes 
Alcool 100% 30 minutes 
Alcool 100% 30 minutes 
Alcool 100% 30 minutes 
Xylène 15 minutes 
Xylène 15 minutes 
Xylène 20 minutes 
Paraffine (58°C) 30 minutes 
Paraffine (58°C) 30 minutes 
Paraffine (58°C) 30 minutes 
Tableau 26 : Liste des anticorps utilisés pour caractériser les mini-brains.  
Anticorps Références Dilutions 
Pax6 (lapin) Covance, PRB-278P 1/300 
Sox2 Chemicon, AB5603, 1/300 
Fzd9 Frizzled-9 ; Acris, SP4153P 1/200 
Nestine eBioscience, 14-9843 1/500 
Neurofilament Covance, SMI-310R, 1/200 
NCam Abcam (AB9018) 1/1000 
NeuN Abcam, AB104225 1/1000 
Vimentine Dako, z0458 1/2000 
MAP2 Abcam, AB32454 1/1000 
Tuj1 R&D Systems (MAB1195) 1/1000 
GFAP Abcam (ab7260) 1/4000 
Iba1 Wako, ynl3901 1/2000 
Ki67 (lapin) Abcam (15580) 1/1000 
Sha31 (souris) Spibio (A03213) 1/5000 
Détection des cellules apoptotiques grâce au « TUNEL » 
Le principe de la technique TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labelling) 
repose sur la détection de la dégradation de l’ADN dans les cellules en apoptose. Ce dernier subit un 
clivage par des nucléases conduisant à des extrémités 3’OH libres. Le Kit TUNEL (In situ Cell Death 
Detection Kit, Fluorescein 11684795910) dispose de transférase (notée enzyme) capable en présence 
d’extrémité libre d’ajouter des dUTP couplés à la fluorescéine (appelé marqueur).  
                                                          
25 Page 117 
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Les coupes histologiques ont tout d’abord été déparaffinées. Un pré-traitement a ensuite été réalisé 
sur les coupes en les incubant pendant 15 minutes à température ambiante avec une solution de PK 
à 20 µg/ mg dilué en 10 mM de Tris pH = 7,5 et 5 mM d’EDTA. Les lames ont été lavées deux fois 
cinq minutes en PBS. Une incubation d’une heure à 37°C a été réalisée en présence de l’enzyme dans 
une atmosphère humide et à l’abri de la lumière (20 µL d’enzyme et 180 µL de marqueur). Une fois 
rincées plusieurs fois en PBS, les lames ont été montées dans du milieu Vectashield contenant du 
DAPI (Milieu de montage Vectorlabs). En microscopie à épifluorescence, il a été possible de 
distinguer les cellules ayant intégrées la fluorescéine marquée en vert et les noyaux en bleu.  
L’analyse du pourcentage de cellules a été réalisée grâce au logiciel ImageJ. Pour cela, le ratio des 
cellules positives (c’est-à-dire ayant intégré la fluorescéine) sur les cellules totales (bleu, DAPI) a été 
réalisé. 
1.6 Exposition chronique des organoïdes cérébraux humains 
Deux stratégies d’exposition des organoïdes ont été testées (Figure 49) :  
- Une stratégie dite « chronique » pour les MBs humains ; 
- Une stratégie dite « aiguë » pour les organoïdes humains, murins (ES C57 et iPS 338) et 
simiens.   
 
Figure 49 : Stratégies d’exposition des organoïdes neuro-ectodermiques.  
A) Protocole de génération des mini-brains (MBs) humains d’après Lancaster et son équipe (Lancaster et al., 2013). Ils ont 
été générés à partir de cellules souches pluripotentes induites (iPS) humaines. Les corps embryoïdes (EBs) ont été passés 
dans différents milieux de culture afin d’induire leur différenciation vers le lignage neuro-ectodermique puis ils ont été 
enrobés en Matrigel® (Corning). B) Exposition chronique des MBs humains. Cette stratégie d’exposition a consisté à mettre 
en contact les MBs humains avec des homogénats cérébraux directement dans le Matrigel®. Les homogénats proviennent 
de macaques contrôles (sains) ou infectieux (exposé à un isolat de vMCJ ou sMCJ). C) Exposition aiguë des organoïdes 
(humains, murins et simiens) directement dans le milieu de culture. L’exposition a été réalisée lorsque les organoïdes 
avaient été encapsulés en Matrigel® depuis minimum 30 jours. D) Les organoïdes ainsi exposés ont ensuite été récupérés 
différents jours post-exposition (JPE) : 1, 30 et 60. La réplication anormale de protéine prion dans les MBs exposés a ensuite 
été analysée par immunohistochimie (IHC), biochimie (Western blot, WB) et in vitro (QuIC). L’infectiosité potentielle 
contenue dans les MBs humains exposés de façon chronique a été évalué in vivo en inoculant par voie intracérébrale des 
souris humanisées (Tg650).  
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Préparation des inocula 
Les MBs humains ont été exposés à des souches sporadiques et de variante de la MCJ. Les inocula 
proviennent tous de cerveaux infectieux de macaques initialement exposés par voie IC. En parallèle, 
des homogénats provenant de macaques sains ont été utilisés à titre de contrôle négatifs.   
Les homogénats cérébraux (20% poids/ volume dans une solution de glucose à 5%) ont été clarifiés. 
Pour cela, ils ont été soniqués (12 cycles de sonication de 10 secondes – 1 minute de pause dans de 
la glace) et centrifugés (1500 g pendant 10 minutes). Le culot a été solubilisé dans un volume 
équivalent avec une solution de glucose à 5%. Ces étapes de sonication/ centrifugation ont été 
répétées deux fois. Les trois surnageants correspondant ont été poolés et placés dans un tube low 
binding. Des aliquots (50 µl) ont été conservés à -80°C et décongelés le jour de l’exposition. 
Stratégie d’exposition chronique  
L’homogénat cérébral clarifié (équivalent à 10% poids/ volume) a été mixé au 1/10 dans du Matrigel® 
avant d’être encapsulé autour des MBs humains (Figure 49B). Les MBs ainsi exposés ont été remis en 
culture selon le protocole présenté précédemment. Ils ont ensuite été récoltés aux différents temps 
post-exposition (J1/ J30/ J60) afin de mettre en évidence une éventuelle réplication anormale de la 
PrP par IHC, WB et RT-QuIC. L’infectiosité contenue dans ces MBs a été évaluée grâce à des 
inoculations in vivo dans des souris humanisées (Tg650). 
1.7 Exposition aiguë des organoïdes neuro-ectodermiques  
En parallèle, une seconde stratégie d’exposition a été réalisée pour les organoïdes humains, murins 
et simiens.  
Préparation des inocula 
Les inocula proviennent de cerveaux infectieux soit de macaques (pour les souches humaines et 
simiennes) soit de souris. Ils ont été prélevés en phase symptomatique. En parallèle, des homogénats 
provenant de macaques et de souris sains ont été utilisés à titre de contrôle négatifs. Les organoïdes 
humains et simiens ont été exposés à des souches sporadiques et de variante de la MCJ. Les 
organoïdes murins ont été exposés avec deux souches de tremblante : C506M3 (Lasmézas et al., 
1996) et une seconde issue du mouton (génotype ARQ/ VRQ) adaptée à la souris nommée TAC26.  
Stratégie d’exposition aiguë  
Cette nouvelle stratégie d’infection a consisté à ajouter directement l’inoculum infectieux couplé à 
des billes Ademtech d’un diamètre de 300 nm (Ademtech Carboxyl-Adembeads, 0213). Les particules 
Ademtech ont préalablement été décoatées par chauffage dans un tampon Laemmli et longuement 
lavées dans du PBS. L’homogénat 20% a été dilué de moitié dans une solution de PBS et de P/S (v/v). 
Cette solution a été soniquée à l’aide d’un sonicateur à sonde cup-horn (amplitude 20%, 10 fois). 
Puis, l’homogénat 10% a été dilué à une concentration finale de 1% dans une solution de PBS 
contenant un volume optimisé de billes décoatées.   
                                                          
26 La souche de tremblante adaptée, nommée TAC, est issue d’une transmission verticale de tremblante, entre 
la brebis et son agneau datant de 2002 (Couquet et al., 2005). Lors de la suspicion de tremblante de cette 
brebis (confirmée post-mortem), elle était gestante. Dès la mise bas, l’agneau a été isolé et nourri à l’aide de 
lait artificiel afin d’éviter tout risque de contamination horizontale. Environ six mois après l’agneau 
développera une tremblante avec un temps d’incubation particulièrement raccourci (Couquet et al., 2005).  
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Les billes et l’homogénat ont été incubés une heure à 20°C sous agitation (500 rpm) afin de forcer la 
fixation de l’homogénat sur les billes. Puis, les organoïdes ont été incubés à 37°C dans cette solution 
(à raison d’un MB dans 200 µL) pendant 2 heures. Les organoïdes ainsi exposés sont ensuite remis en 
culture sous agitation. Le lendemain, le milieu de culture ainsi que la boite de culture sont changés 
afin d’éviter tout risque de maintien de l’infectiosité résiduelle fixée sur le support. Les organoïdes 
exposés sont ensuite récoltés aux différents temps post-exposition (1/ 30/ 60) afin de détecter 
l’éventuelle réplication anormale de la PrP par IHC, WB et RT-QuIC.  
Détection des ions ferriques grâce à la coloration de Perls 
Les billes Ademtech étant métalliques il est possible de réaliser une coloration de Perls afin de 
mettre en évidence les ions ferriques (Fe3+). Une fois les organoïdes exposés inclus en paraffine, des 
coupes histologiques de 5 µm ont été réalisées. Les coupes déparaffinées ont été placées pendant 
30 minutes à température ambiante dans une solution d’acide de ferrocyanure. Cette dernière 
composée de 2% de ferrocyanure de potassium (20 g de potassium hexacyanoferrate dans 1 L d’eau 
distillée), 2% d’acide chlorhydrique 2N diluée dans de l’eau distillée, doit être préparée 
extemporanément et peut être conservée maximum un mois à 4°C. Les lames ont été rincées 
rapidement à l’eau courante puis deux fois cinq minutes en eau distillée. Une contre-coloration a 
ensuite été réalisée en rouge nucléaire (Vector Nuclear Fast Red, H3403). Puis, les coupes ont été 
rincées en eau distillée, déshydratées et montées entre lames et lamelles. La coloration de Perls met 
en évidence les complexes insolubles contenant du fer en bleu et les noyaux en rose. 
1.8 Détection de la réplication anormale dans les organoïdes exposés 
Détection des phénomènes d’agrégation dans les organoïdes exposés par RT-QuIC  
L’ensemble des expériences réalisées en RT-QuIC sur les structures organoïdes ont été réalisées en 
collaboration avec le Docteur Etienne Levavasseur (ICM, Paris) selon le protocole décrit 
précédemment (Levavasseur et al., 2017). Brièvement, les organoïdes ont été dilués 1000 fois dans 
une solution composée de : PBS – milieu N2 (Life Technologies) et dodécylsulfate de sodium à 0,1%. 
Le substrat utilisé est la PrP recombinante de hamster (aa 23-231) diluée dans une solution de NaCl à 
400 mM. La réaction d’agrégation contient la thioflavine (10 µM), la PrP recombinante et les 
échantillons dilués. Les plaques Nunc à fond optique ont été incubées dans la machine BMG Fluostar 
Omega. La lecture a été effectuée à 45°C pendant 70 heures avec des cycles de une minute sous 
agitation (600 rpm, gain à 1000) et une minute d’incubation. Chaque organoïde dilué a été testé en 
triplicat. 
Inoculations des organoïdes exposés par voie intracérébrale à des souris  
L’ensemble des expériences a été réalisé en accord avec la réglementation européenne relative 
(Directive EU 2010/63) et approuvé par le comité d’éthique du CEA (CETEA, numéro 16-045). Les MBs 
humains exposés chroniquement ont été inoculés à des souris humanisées (Tg650, PrPC humaine 
MM sur le codon 129) âgées en moyenne de 10 semaines. Les organoïdes murins (MB338 et MBC57) 
exposés à une souche de tremblante, TAC, ont été inoculés à des souris surexprimant la PrPC ovine 
(Tg338, VRQ/ VRQ). Brièvement, les souris anesthésiées (xylazine/ kétamine) ont été inoculées dans 
le cortex pariétal à raison de 20 µl. Chaque souris a été exposé à 1/15 des organoïdes. Des dilutions 
limites ont été effectuées en réalisant trois dilutions successives (1X, 1/10, 1/100). Lors de 
l’apparition des signes cliniques, les souris ont été euthanasiées par surdosage de pentobarbital 
(180 mg/ Kg) et la présence de PrPres a été recherchée dans le cerveau en ELISA.  
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Détection de la PrPres cérébrale en ELISA 
La purification de la PrPres a été réalisée grâce au kit Bio-Rad en présence de protéinase K (40 µg/ mg 
de protéine). La détection de la PrPres purifiée à partir du cerveau des souris Tg650 a été effectuée 
grâce au kit (TeSeE, Bio-Rad) et celle de la PrPres contenue dans les souris Tg338 avec le kit « Sheep 
and Goat » (Bio-Rad).  
Analyses statistiques du bioessai  
La période de survie des souris inoculées correspond à l’intervalle entre le moment de l’injection et la 
mort de l’animal suivant le développement de signes cliniques caractéristiques d’une EST confirmée 
par détection de PrPres en ELISA. La courbe de survie a été réalisée par analyse statistique par Kaplan-
Meier. Le titre infectieux a été calculé d’après la méthode de Reed et Muench (Reed et Muench, 
1938).   
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2- Résultats de l’étude B 
2.1 Obtention et caractérisation des organoïdes cérébraux humains 
non exposés 
Les mini-brains (MBs) humains sont obtenus à partir de cellules pluripotentes induites humaines (iPS) 
qui ont la particularité de pouvoir être cultivées à long terme et de pouvoir se différencier in vitro 
dans tous les types cellulaires. La première étape de ce projet a consisté à adapter la technique de 
différenciation des cellules iPS en organoïdes, initialement décrite par Lancaster et son équipe 
(Lancaster et al., 2013), aux contraintes expérimentales particulières de notre étude. Nous avons dû 
développer une technique permettant de produire un grand nombre de MBs afin d’avoir 
suffisamment de matériel pour tester différentes conditions d’exposition. En parallèle, des 
caractérisations immunohistochimiques ont été effectués afin de retrouver la présence des différents 
marqueurs décrits dans la publication princeps (Lancaster et al., 2013).  
Génération des organoïdes cérébraux humains   
L’étape initiale du protocole de génération des MBs humains consiste par l’obtention de « corps 
embryoïdes » (EBs) c’est-à-dire des agrégats cellulaires à partir de cellules iPS.  
 
Figure 50 : Protocole de génération des organoïdes cérébraux humains adapté du protocole de Lancaster et son équipe 
(d’après Lancaster et al., 2013).  
Les corps embryoïdes (EBs) sont générés grâce à la technique de la goutte pendante (Hanging drop, HD). Les EBs sont 
ensuite placés successivement dans différents milieux de culture afin d’induire une différenciation neuroectodermique. Une 
sélection est opérée quotidiennement pour retirer les EBs ne répondant pas aux critères morphologiques, d’aspect et de 
taille. Une fois les EBs placés en Matrigel, les mini-brain (MBs) sont placés sous agitation permanente. La culture peut être 
maintenue jusqu’à un an en culture.  
Mise en place d’un modèle organoïde d’infection en 3D (étude B) 
  156 
Une grande variabilité existe entre les EBs formés in vitro, et la première étape consiste donc à 
sélectionner ceux-ci sur la base de leur taille, leur morphologie et leur aspect général. Par exemple, 
seuls les EBs présentant des bords réguliers sont conservés (Figure 50). Les EB sélectionnés, de taille 
supérieure à 500 µm, sont ensuite cultivés dans un milieu induisant la formation du neuro-
ectoderme (milieu d’induction neurale, Figure 48). Après ce stade, les organoïdes en formation sont 
placés manuellement et individuellement dans une goutte de Matrigel (un hydrogel favorisant la 
différenciation ultérieure en neurectoderme), puis maintenus sous agitation rotative en présence 
d’acide rétinoïque. Au sein du laboratoire, les MBs humains ont été maintenus jusqu’à un an in vitro, 
et atteignent généralement un diamètre d’environ 3-4 mm. Lorsque les MBs ont été exposés à des 
souches de prions (exposition aiguë), ils ont été conservés 150 jours post-encapsulation en Matrigel. 
Présence de marqueurs spécifiques du neurodéveloppement humain  
Un total de 30 MBs issus de cellules iPS humaines ont été générés et caractérisés en IHC (Figures 51 ; 
52 ; 53).  
 
Figure 51 : Le modèle d’organoïde cérébral mime le neurodéveloppement humain.  
Les barres d’échelle représentent 50 µm. 
Une des caractéristiques des MBs est leur capacité d’auto-organisation en 3D sous forme de 
structures compartimentalisées et mimant au plus près les différentes régions du cerveau humain 
(Figure 51A). En résumé, les MBs présentent au stade précoce de leur différenciation (30 jours après 
la mise en Matrigel) une expression importante de marqueurs des progéniteurs neuronaux (Sox2, 
Pax6). On peut noter la présence de marqueurs retrouvées au cours du neurodéveloppement 
humain dans les structures optiques (Pax6, Figure 51) ou hippocampique (Fzd9, Figure 51). Ces 
marqueurs diminuent au cours de la différenciation des MBs de façon concomitante à 
l’augmentation de l’expression des marqueurs neuronaux (Figure 52). Les marqueurs astrocytaires 
(GFAP) apparaissent plus tardivement au bout de 40 jours de culture post-Matrigel, et les marqueurs 
tels que la Nestine diminuent à ce stade.   
L’expression endogène de la PrPC dans les MBs humains apparait dès les stades précoces de culture : 
dans les cellules iPS et dans les EBs (résultats non montrés). Dans les MBs, cette expression augmente 
au cours de la différenciation et est répartie de façon hétérogène à l’intérieur du MB (Figure 53). 
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Figure 52 : Caractérisation immunohistochimique des organoïdes humains 30 jours après la mise en Matrigel. 
A) Hématoxyline-éosine (HE). Immunodétection d’un mini-brain de 30 jours post-encapsulation en Matrigel de marqueurs 
neuronaux, anticorps anti-Tuj1 (B) et anti-Nestine. Les barres d’échelle représentent 200 µm. 
 
Figure 53 : Caractérisation immunohistochimique des organoïdes humains 45 jours après la mise en Matrigel.   
A) Expression de la PrPC (protéine prion cellulaire) endogène au mini-brain (MB) dès 10 jours après l’encapsulation en 
Matrigel. Immunodétection d’un mini-brain de 45 jours post-encapsulation en Matrigel de marqueurs neuronaux, anticorps 
anti-Tuj1 (B) et anti-Vimentine (C) et des astrocytes, anticorps anti-GFAP (D). Les barres d’échelles correspondent à 50 µm. 
Sur la base des immunomarquages réalisés sur les MBs humains non exposés à des souches de 
prions, nous avons récapitulé un grand nombre des paramètres initialement observés dans l’étude 
de Lancaster et ses collaborateurs.  
De manière notable, de faibles taux de MBs sont obtenus, illustrant une reproductibilité difficile tout 
comme le soulignait Lancaster et son équipe (Lancaster et al., 2013). Dans nos mains, pour 200 corps 
embryoïdes (EBs) générés (Jour 0 : Figure 50) moins de 10% (en moyenne) seront inclus dans les 
protocoles d’infection prion.  
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2.2 Exposition chronique des organoïdes cérébraux humains : validation 
des MBs comme modèle d’infection prion  
Ces résultats ont été pour partie présentés sous forme de poster au congrès Young Researchers in 
Life Science, YRLS (Paris, mai 2017) et un article est en cours de préparation.  
Exposition à une souche sporadique de la maladie de Creutzfeldt-Jakob 
La première stratégie d’exposition a reposé sur une mise en contact chronique des MBs avec un 
échantillon infectieux afin de valider la pertinence de ce modèle dans l’étude des maladies à prions. 
Pour cela, un homogénat cérébral infectieux (souche sporadique de MCJ) a été mélangé dans le 
Matrigel servant de support à la culture en 3D des MBs. L’idée sous-jacente était de restreindre 
l’infectiosité au Matrigel qui est en contact permanent avec le MB dans les premiers stades de 
culture.  
Dans la mesure où notre objectif a été de conserver cette organisation spatiale en 3D, proche du 
cerveau humain, nous avons été dans l’impossibilité technique de « passer » les cellules après 
exposition et donc d’éliminer la charge infectieuse résiduelle. Pour pallier à cela, une cinétique a été 
réalisée en récoltant les MBs à différents temps post-exposition (1, 30, 60 et 90 jpe). 
Nous avons cherché à déterminer si l’infectiosité initialement ajoutée avait perdurée dans les MBs. 
Pour cela, un bioessai a été effectué en inoculant les MBs exposés à des souris transgéniques 
permissives aux souches sporadiques de MCJ. Les MBs humains récoltés différents temps post-
exposition ont été injectés en IC à des souris transgéniques, Tg650, sur-exprimant la PrPC humaine. 
Au total deux MBs exposés au même inoculum et récoltés aux mêmes temps post-exposition ont été 
dilués (au total trois dilutions successives dans une solution de glucose) afin de déterminer le titre 
infectieux. Nos résultats mettent en avant une diminution de la durée de survie des souris ayant été 
inoculées avec les MBs exposés pendant 60 jours par rapport à celles ayant reçu des MBs exposés 
pendant moins longtemps (Figure 54A).  
Sur la base de la présence de PrPres dans le cerveau de ces souris, mise en évidence par technique 
ELISA, les taux de transmission ont été calculés pour chaque groupe, permettant ainsi d’estimer le 
titre infectieux des MBs exposés. Nous observons une augmentation du titre infectieux des MBs 
récoltés 60 jours post-exposition par rapport à celui des MBs exposés pendant 1 jour (correspondant 
à la charge initiale) (Figure 54B). Ces résultats suggèrent ainsi une génération de novo de PrPres suite 
à l’exposition chronique à un isolat de souche sporadique de MCJ et permettent de valider la 
pertinence du modèle MB comme modèle in vitro d’infection prion. 
Cette étude in vivo a été confirmée in vitro en utilisant un modèle d’amplification, la RT-QuIC qui 
offre l’avantage d’amplifier efficacement les souches sporadiques de MCJ. Grâce à cette technique 
réalisée en collaboration avec le Docteur Etienne Levavasseur (Institut du Cerveau et de la Moelle 
épinière, Paris), des phénomènes d’agrégation dans les MBs humains exposés ont été observés non 
retrouvés dans les MBs contrôles (Figure 55). De plus, une agrégation plus importante dans les MBs 
exposés pendant 60 jours est observée par rapport à celle décrite dans les MBs récoltés à 1 et 30 jpe 
(Figure 55).  
Ainsi, cette large étude nous a permis de souligner une augmentation de la charge infectieuse dans 
les MBs exposés pendant 60 jours par rapport aux temps plus précoces.  
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Figure 54 : Évolution de l’infectiosité contenue dans les MBs humains exposés de façon chronique à un isolat infectieux.  
Les mini-brains (MB) ont été exposés à un homogénat cérébral de macaque infecté par une souche sporadique de la 
maladie de Creutzfeldt-Jakob (sMCJ). A) Courbe de survie des souris humanisées Tg650 (surexprimant la PrPC humaine) 
inoculées avec des MBs dilués 100 fois (analyse en Kaplan Meier). B) Analyse des titres infectieux des MBs exposés (à un 
isolat de sMCJ) grâce à la méthode de Reed et Muench. 
 
Figure 55 : Conversion de la protéine prion recombinante par les mini-brains en RT-QuIC. 
Ces résultats ont été obtenus en collaboration avec le Dr Etienne Levavasseur (ICM, Paris). Une fois les MBs exposés à une 
souche sporadique (bleu), ils ont été récoltés 30 (MB30, jaune) et 60 (MB60, rouge) jours post exposition. Un mini-brain 
exposé pendant 60 jours à un homogénat sain (MB T60, en violet) a été analysé et ne présentait aucun phénomène 
anormal d’agrégation. UFR : unité de fluorescence relative.  
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Exposition à une souche de variante de la maladie de Creutzfeldt-Jakob 
En parallèle des MBs humains exposés de façon chronique avec une souche sporadique de MCJ, 
20 MBs humains ont été exposés avec une souche de vMCJ (Tableau 27). La moitié d’entre eux a été 
fixée en formol pour analyses IHC et l’autre moitié a été congelée pour analyses en WB. Aucun de ces 
MBs exposés à des souches vMCJ n’a été inoculé à des souris, afin de limiter le nombre d’animaux, 
avant d’avoir validé à l’aide d’autres techniques la présence de PrP anormale dans cette condition.  
Tableau 27 : Nombre de mini-brains humains exposés de façon chronique dans le Matrigel.  
JPE Témoin négatif sMCJ vMCJ 
1 4 3 3 
3 2 1 1 
7 2 1 1 
20 4 4 4 
30 4 4 4 
60 4 4 4 
90 4 3 3 
sMCJ : maladie de Creutzfeldt-Jakob forme sporadique – vMCJ : variante de la MCJ. 
Détection de la PrP anormale en IHC et techniques biochimiques 
En plus des analyses des MBs exposés à une souche sporadique (bioessai et RT-QuIC), des 
immunomarquages ont été réalisés sur les MBs humains exposés de façon chronique (sMCJ et vMCJ) 
(Figure 56). Cette technique réalisée, à l’aide de deux anticorps anti-PrP à savoir Sha 31 (PrPC 145 - 
152) et Saf32 (59 - 89), n’a pas été concluante car nous n’avons pas trouvé de conditions 
expérimentales nous permettant d’obtenir un marquage différentiel entre la PrPC et la PrP anormale. 
Des analyses biochimiques en WBs et en dot blot ont été effectuées en récoltant les MBs 
directement sous forme de culot cellulaire. Dans ces conditions, aucune PrPres néoformée n’a été 
observée (Figure 57). La dose de PK nécessaire pour éliminer la présence de PrPC endogène des MBs 
a été déterminée, mais celle-ci a également conduit à l’élimination de la PrP anormale. Ces résultats 
in vitro suggèrent ainsi que l’infectiosité néoformée dans ces MBs n’est pas associée à des formes 
agrégées de PrP anormale résistantes à la protéolyse. 
 
Figure 56 : Absence de distinction entre la PrPC endogène des organoïdes humains et la PrP anormale initialement 
ajoutée ou potentiellement néoformée.  
A) Mini brain non exposé (30 jours post-encapsulation en Matrigel ; barre d’échelle correspond à 250 µm). Mini-brains 
exposés chroniquement (encapsulation de l’infectiosité dans le Matrigel) à un homogénat sain pendant 1 jour (B ; 75 µm) et 
30 jours (C ; 200 µm). Mini-brains exposés chroniquement à une souche de prion sporadique pendant 1 jour (D ; 100 µm) et 
30 jours (E ; 25 µm) et pendant 30 jours à une souche vMCJ (F ; 25 µm). Immunomarquages avec l’anticorps anti-Sha31.   
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Figure 57 : Détection de la PrPres dans les organoïdes cérébraux humains exposés.  
A) Inocula issus d’un macaque sain et exposé à un isolat d’une souche sporadique de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (sMCJ, 
B) en fonction de différentes doses de protéinase K (PK). La valeur 1 correspond à 0,3 µg/ ml. B) Mini-brains (MBs) humains 
exposés à des inocula sains (B) et infectieux (C).  
Étude préliminaire de la cytotoxicité 
Nous avons également déterminé si le modèle MB pouvait permettre d’évaluer les effets 
cytotoxiques suite à l’exposition à des souches humaines de prions grâce à la technique TUNEL 
(Figure 58). Bien que quelques cellules en apoptose soient observées dans les MBs témoins (moins 
de 10%, Figure 58C), un nombre plus important est observé dans les MBs exposés (vMCJ et sMCJ de 
façon équivalente). Ce travail devra être étendu à d’autres MBs exposés pendant des durées plus 
longues (notamment pendant 60 jours) et d’autres techniques devront être réalisées (caspase 3 
clivée, annexine V, dégradation de l’ADN en échelle…). 
 
Figure 58 : Augmentation du pourcentage des cellules apoptotiques dans les mini-brains humains exposés à des souches 
de prions humaines.  
Immunodétection par fluorescence des cellules apoptotiques (vert) et des noyaux (DAPI, bleu) grâce à la technique TUNEL 
dans un mini- brain témoin (non exposé, A) et exposé à une souche sporadique de maladie de Creutzfeldt-Jakob (MCJ, B). C) 
Ratio de cellules apoptotiques dans les mini brains exposés pendant différents temps (n = 2 par condition).  
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2.3 Obtention et caractérisation des organoïdes murins et simiens 
La génération d’organoïdes simiens et murins a été un réel défi dans la mesure où personne n’a été 
en mesure pour l’heure de générer ces structures en 3D à partir de cellules iPS autres qu’humaines. 
Ainsi, une partie de mon travail a consisté à générer des organoïdes neuro-ectodermiques en 3D :  
- Simiens afin de tester les différentes souches présentent au laboratoire, de macaques 
classiques et atypiques ; en s’affranchissant du phénomène de barrière d’espèce ; 
- Murins afin d’optimiser le protocole d’infection en utilisant des souches plus sensibles et 
rapides, et également pour obtenir des organoïdes à partir de souris PrPKO.  
Organoïdes murins   
Afin de pouvoir générer différents organoïdes murins, des fibroblastes et des cellules de la moelle 
osseuse de souris Tg338, C57Bl/6 et PrPKo (Figure 60) ont été isolés. Les cellules PrPKo (fibroblastes 
et cellules de la moelle osseuse) ont eu une croissance trop lente qui n’a pas permis d’amplifier 
suffisamment de cellules afin d’initier le processus de reprogrammation. Dans la mesure où nous 
avions différentes expériences réussies dans la reprogrammation de fibroblastes (R. Jarray), nous 
avons privilégié ces cellules. Seuls les fibroblastes des souris Tg338 ont été reprogrammées 
(Figure 59). Une lignée contrôle de cellules souches pluripotentes murines (cellules embryonnaires 
obtenues à partir de C57Bl/6 a été obtenue auprès du Docteur Leila Maouche-Chrétien.  
 
Figure 59 : Cellules murines extraites soit de la moelle osseuse soit de biopsie cutanée.  
Trois lignées murines ont été utilisées : des souris transgéniques, Tg338 (sur-exprimant la PrPC ovine sans expression 
endogène), des souris conventionnelles, C57Bl6 et délétées pour le gène Prnp codant pour la protéine prion (PrP), PrPKo. 
MSC : cellules souches de la moelle osseuse. Les barres d’échelle représentent 200 µm. 
L’aspect morphologique des colonies iPS338 (Figure 60F) diffère par rapport aux cellules souches 
embryonnaires ESC57. Malgré cela, nous avons réussi à générer des EBs (une des caractéristiques des 
cellules souches pluripotentes) et des organoïdes issus de ces deux types cellulaires (Figure 61). 
En parallèle, la génération de tératomes (n=4) dans des souris NSG n’a pas permis de mettre en 
évidence les trois feuillets embryonnaires. Néanmoins, trois coupes par tératome (distantes de 
50 µm chacune) ont été réalisées, il serait donc pertinent d’analyser plus de coupes.   
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Figure  60 : Les cellules iPS 338 murines partiellement reprogrammées.  
A) Mode opératoire d’obtention des cellules souches pluripotentes induites à partir de fibroblastes de souris transgéniques 
Tg338, surexprimant la PrPC ovine. B) Sortie des fibroblastes de l’explant cutané d’une souris Tg338. C) Tapis de fibroblastes 
murins au bout de 15 jours de culture. D) Fibroblastes murins transduits par le vecteur codant pour la protéine 
fluorescente, GFP. E) Colonies iPS338. F) Corps embryoïdes réalisés grâce à la technique de la goutte pendante. G) 
Hématoxyline-éosine de tumeur prélevée sur une souris immunodéficiente NSG suite à l’inoculation en sous cutanée des 
cellules iPS 338. Les barres d’échelle représentent 200 µm. 
La recherche des marqueurs de pluripotence dans les cellules iPS338 reprogrammées au sein du 
laboratoire a été réalisée en étudiant l’expression de différents gènes endogènes : Sox2, Nanog et 
Rex-1 par PCR (Figure 61). Ces marqueurs sont fortement exprimés dans les cellules ESC57 à un 
passage précoce (P22) et plus faiblement à un passage plus tardif P24, signe éventuel d’une 
modification de ces marqueurs au cours de la culture. De manière notable, ces marqueurs ne sont 
pas exprimés dans les cellules iPS 338. La présence du marqueur SSEA-4 en cytométrie de flux dans 
ces cellules a également été recherchée, mais sans succès (résultats non montrés). Toutefois, ces 
deux analyses ont été réalisées une seule fois et sur un seul clone de cellules à un passage cellulaire 
précoce. Actuellement, les cellules iPS 338 sont en cours d’adaptation à un passage plus tardif (P30). 
L’absence des différents marqueurs de pluripotence peut être interprétée de plusieurs façons 
(Figure 61) : (i) la technique de reprogrammation avec le virus de Sendai et les gènes humains 
(OSKM), classiquement utilisés pour les cellules humaines, est difficilement transposable aux cellules 
murines (ii) le processus de reprogrammation est incomplet, ayant abouti à des cellules partiellement 
reprogrammées, comportant un nombre limité de caractéristiques des cellules souches, nécessitant 
de maintenir les cellules iPS plus longtemps en culture et d’analyser une nouvelle fois ces cellules.   
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Figure 61 : Expression endogène des marqueurs de pluripotences dans les cellules murines par PCR. 
Détection des marqueurs de pluripotence par PCR : Sox2, Rex-1 et Nanog. Le gène RPLP0 a été utilisé à titre de contrôle 
comme un « gène de ménage ».  
Une caractérisation plus complète des cellules iPS 338 partiellement reprogrammées pourrait se 
révéler intéressante pour décrire le stade de reprogrammation de ces cellules. Bien que ces cellules 
aient subi une reprogrammation partielle, des progéniteurs neuronaux (expression de marqueurs 
tels que NeuN en IHC) ont été trouvés.  
Les organoïdes simiens  
Ces cellules, obtenues en collaboration auprès du docteur Leila Maouche-Chrétien, possèdent des 
particularités notables par rapport aux cellules iPS humaines. Pour vérifier que nos conditions de 
culture étaient adaptées, ces cellules ont été inoculées par voie sous-cutanée à trois souris NSG afin 
de former des tératomes. Les trois tératomes produits ont tous conduit à l’obtention de la 
différenciation vers les trois feuillets embryonnaires (ecto-, méso- et endo-derme : Figure 62).  
 
Figure 62 : Trois feuillets primaires d’un tératome issu de cellules souches pluripotentes induites simiennes.  
Les barres d’échelle représentent 100 µm.  
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Comparaison des trois modèles d’organoïdes  
Les trois lignées de cellules iPS (humaines, simiennes et murines) ne se cultivent pas de la même 
façon et des différences en termes d’aspect des colonies ont été observées (Figure 63).  
 
Figure 63 : Aspect des colonies des cellules souches humaine, simienne et murines cultivées sur support nourricier.  
A) Cellules souches pluripotentes induites (iPS) humaines cultivées sur fibroblastes embryonnaires murines (MEF). B) 
Cellules iPS simiennes. C) Cellules embryonnaires murines issues de souris C57Bl/6 (ES C57). D) Cellules partiellement 
reprogrammées (iPS338) issues de souris transgéniques Tg338 (sur-exprimant la protéine prion cellulaire ovine). Les barres 
d’échelle correspondent à 200 µm (A – B) et 100 µm (C – D).    
De façon équivalente, des différences au niveau de la génération des organoïdes ont été observées. 
Les organoïdes issus des cellules murines (ES C57 et iPS 338) atteignent une taille plus importante et 
plus rapidement que les deux autres modèles (Figure 64).   
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Figure 64 : Comparaison des mini-brains issus de cellules humaines, murines et simiennes. 
Images microscopiques après la mise en Matrigel des organoïdes cérébraux issus de cellules souches pluripotentes induites 
(iPS) humaines (A), simiennes (B) et murines 338 (C). Colorations en hématoxyline-éosine des organoïdes humain (D) et 
simien (E). Immunomarquage des cellules neurales dans un organoïde murin issu de cellules iPS 338 (F). G) Pourcentage de 
réussite de génération des organoïdes neuroectodermique en fonction des origines des trois espèces cellulaires utilisées. 
Les barres d’échelle correspondent à 100 µm (A – C), 500 µm (D), 200 µm (E) et 50 µm (F).   
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2.4 Exposition aiguë des organoïdes neuroectodermiques 
Une fois les organoïdes humains, simiens et murins générés et caractérisés, nous avons mis en place 
une stratégie d’infection (Figure 65) différente de celle utilisée précédemment.  
Cette nouvelle stratégie a été optimisée en utilisant des organoïdes présentant une différenciation 
plus tardive conduisant à l’élimination complète de la capsule de Matrigel. En effet, il a été mis en 
évidence qu’au fil de la culture, le Matrigel s’éliminait (en moyenne 30 jours post-encapsulation en 
Matrigel). L’objectif est de permettre à l’infectiosité ajoutée une meilleure pénétration dans les 
sphéroïdes et qu’elle ne soit pas « stoppée » ou « piégée » dans le Matrigel. 
La seconde optimisation repose sur l’introduction des billes d’un diamètre de 300 nm (Ademtech 
Carboxyl-Adembeads, 0213). Notre hypothèse est que ces billes puissent accélérer le processus 
anormal de réplication de la PrP par phénomène de seeding (E. Sanfins).  
 
Figure 65 : Protocole d’exposition aiguë des organoïdes humains, murins et simiens. 
A) Exposition des mini-brains (MBs) directement dans le milieu de culture 30 jours après la mise en Matrigel. Les MBs 
exposés sont récoltés pour analyses 1/30/60 jours post-exposition (JPE). B) Les billes Ademtech (Ademtech Carboxyl-
Adembeads) sont préalablement décoatées puis mise en contact avec l’agent infectieux. L’ensemble de cette solution 
(homogénat infectieux et billes) est exposé sur les MBs pendant 2h à 37°C.  
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Organoïdes cérébraux humains    
La première étape a consisté à vérifier la capacité des billes à pénétrer dans les MBs (Figure 66). Ces 
optimisations réalisées sur les MBs humains, nous ont permis de déterminer la quantité de billes 
suffisante pour entrer dans les MBs sans ralentir la croissance de ces derniers (condition B).  
 
Figure 66 : Coloration Perls sur les Mini-brains exposés à deux concentrations de billes Ademtech.  
Avec la condition B, la quantité de billes initialement ajoutée est suffisante pour être détectée un jour post-exposition ainsi 
que quatre jours post-exposition (coloration bleue, matérialisée par un triangle noir). Les barres d’échelles représentent 
50 µm. 
Un total de 54 MBs humains a été inclus dans cette étude (Tableau 28). Contrairement à la première 
stratégie d’exposition (chronique), ces MBs n’ont pas été inoculés à l’animal de laboratoire et le titre 
infectieux n’a donc pas été calculé. Les données en RT-QuIC soulignent des phénomènes 
d’agrégations anormaux dans les MBs exposés non retrouvés dans les MBs exposés à des 
homogénats sains et non exposés (Figure 67). 
Tableau 28 : Nombre total de Mini-brains humains exposés directement dans le milieu de culture (exposition aiguë) à 
différentes souches de prion.  
JPE Témoin négatif sMCJ vMCJ 
1 6 6 6 
30 6 6 6 
60 6 6 6 
vMCJ : variante de la maladie de Creutzfeldt-Jakob, sMCJ : forme 
sporadique de la MCJ 
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Figure 67 : Conversion de la protéine prion recombinante par les mini-brains humains exposés à une souche sporadique 
directement dans le milieu de culture en RT-QuIC.  
Ces résultats ont été obtenus en collaboration avec le Docteur Etienne Levavasseur (ICM, Paris). Une fois les MBs humains 
exposés à une souche sporadique dans le milieu de culture, ils ont été récoltés 1 (correspondant à la charge initiale), 30 et 
60 jours post exposition (jpe). Deux mini-brains par conditions ont été testés et des triplicats ont été réalisés par cycle 
d’amplification.  
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Les données obtenues en RT-QuIC sur les MBs humains exposés directement dans le milieu de 
culture (aiguë) soulignent une amplification efficace de la souche sporadique de la MCJ dans les trois 
conditions testées (1, 30 et 60 jpe) (Figure 67). La comparaison de ces trois graphiques suggère des 
phénomènes d’agrégation plus important dans les MBs exposés pendant 1 jour (phase exponentielle 
à 16h) par rapport aux deux autres conditions. Cette diminution suggère une élimination de la PrP 
anormale initialement ajouté (1 jpe) au cours de la différentiation des MBs. Ainsi, cette stratégie ne 
semble pas être efficace mais une persistance de l’amplification de la souche sporadique MCJ est 
retrouvée 60 jpe.  
Organoïdes murins 
Comme décrit précédemment, le modèle d’infection des MBs humains est encore à optimiser afin de 
valider que l’augmentation du titre infectieux décrite dans les souris Tg650 inoculées avec les MBs 
humains (stratégie chronique) (Figure 54) est liée à une PrP de novo et non résiduelle. Pour 
déterminer à quel moment la PrP anormale initialement ajoutée s’élimine, notre perspective était de 
générer des MBs PrPKo. Toutefois, nous n’avons pas été en mesure de reprogrammer ces cellules 
(Figure 59).  
Notre deuxième stratégie a consisté à utiliser des cellules murines connues pour répliquer plus 
facilement la PrP in vitro. Des organoïdes murins à partir de cellules souches embryonnaires issues de 
souris C57Bl/6 (notés MBC57) et de cellules iPS issues de souris Tg338 (notés MB338) ont été 
générés et exposés à deux souches de tremblante (Tableau 29). Ces deux modèles cellulaires murins 
ont été exposés à une souche de tremblante expérimentale (TAC), à laquelle les souris Tg338 sont 
sensibles mais pas les souris C57Bl/6 (Figure 68). Nous avons émis l’hypothèse que le même 
phénomène de susceptibilité puisse être retrouvé in vitro. 
Tableau 29 : Nombre d’organoïdes murins exposés directement dans le milieu de culture (exposition aiguë) à différentes 
souches de prion adaptées à la souris.  
 
À l’instar des expériences in vivo réalisées avec les MBs humains exposés, nous avons déterminé si 
les organoïdes murins étaient en mesure de répliquer l’infectiosité. Seuls les MB338 et MBC57 
exposés à la souche de tremblante ont été inoculés par voie IC à des souris Tg338 (Figure 68).  
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Nos données suggèrent que l’infectiosité est maintenue dans le modèle MB338 et diminue dans les 
MBC57. Ainsi, ces résultats vont dans le sens de la validation du modèle MB comme modèle 
d’infection in vitro par des souches de prion (Figure 68). En parallèle, des optimisations sont en cours 
afin d’amplifier la PrP anormale directement dans les organoïdes murins exposés en RT-QuIC.  
 
Figure 68 : Organoïdes murins exposés de façon aiguë à une souche de tremblante adaptée.  
A) Image microscopique d’un organoïde murin issu des cellules souches iPS338 (MB338). B) Immunomarquage des cellules 
neurales (anticorps anti-Tuj1). C) Titre infectieux dans les souris Tg338 exposés soit aux organoïdes neuro-ectodermiques 
issus des cellules ESC57 (MB C57, rouge) iPS338 (MB338 en bleu). Les barres d’échelle correspondent à 100 µm (A) et 50 µm 
(B). 
Organoïdes simiens   
Les organoïdes simiens ont été exposés à deux isolats infectieux (sporadique et vMCJ) ainsi qu’à un 
homogénat provenant d’un macaque sain (Tableau 30). Pour l’heure, la recherche de la réplication 
anormale n’a pas été concluante en WB, IHC ni même en RT-QuIC.  
Tableau 30 : Exposition des organoïdes issus des cellules souches pluripotentes simiennes.  
Nombre d’organoïdes neuro-ectodermiques issus de cellules souches pluripotentes induites simiennes exposés avec la 
stratégie aiguë. 
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3- Discussion de l’étude B : modèle d’exposition en 3D 
Les modèles in vivo notamment murins et simiens restent des outils indispensables pour étudier les 
mécanismes de barrière d’espèce, de transmission et d’adaptation de souches. Néanmoins, face aux 
contraintes techniques et aux enjeux éthiques de société qu’ils représentent, il convient de mettre 
en place des modèles d’infection alternatifs à l’expérimentation animale. L’intérêt est de pouvoir 
disséquer les mécanismes cellulaires de formation de PrP ainsi que tester de nouvelles molécules 
thérapeutiques. La majorité des modèles cellulaires proposés dans la littérature sont basés sur 
l’utilisation de cellules murines exposées à des souches de prions adaptées (Grassmann et al., 2013). 
Peu d’études ont réussi à répliquer des souches de prion humaines in vitro. Une des alternatives a 
consisté à utiliser des cellules issues de souris humanisées sensibles aux souches humaines de prions 
(Cronier et al., 2007 ; Hannaoui et al., 2014). La modification du gène Prnp dans ces modèles in vivo 
permet toutefois de poser la question de la pertinence de ce modèle par rapport à la physiologie 
humaine. De plus, il a été souligné l’importance de modéliser les interactions neurones-cellules 
gliales connues pour être impliquées dans les maladies neurodégénératives (Gomez-Nicola et al., 
2013 ; Hennessy et al., 2015 ; Aguzzi et Liu, 2017 ; Aguzzi et Zhu, 2017).   
Au commencement de mon projet de thèse, aucune étude n’avait réussi à répliquer des souches 
humaines de prion dans des cellules d’origine humaines. Cela nous a conduit à proposer un nouveau 
modèle cellulaire d’infection reposant sur la technologie innovante des organoïdes cérébraux (Mini-
brains, MBs) initialement mise au point en 2013 (Lancaster et al., 2013). Ces structures en trois 
dimensions présentent des avantages ainsi que des limites résumées dans la figure 69 par rapport 
aux cultures classiques (en monocouche ou même en neurosphères).  
 
Figure  69 : Principaux avantages et inconvénients des cultures cellulaires en deux et trois dimensions (d’après Qian et 
al., 2017). 
-  
3.1 Caractérisation des modèles cellulaires  
Modèle d’organoïde cérébral humain  
La caractérisation IHC des MBs obtenus au laboratoire nous a permis de valider la présence des 
différents marqueurs décrits dans la publication princeps. En résumé, les organoïdes expriment 
durant les stades précoces de différenciation des marqueurs de progéniteurs neuronaux, puis au 
cours de la culture acquièrent des marqueurs neuronaux et gliaux. La caractérisation des MBs pour 
cette étude s’est limitée à une analyse phénotypique par immunomarquage et par PCR. En effet, 
aucune étude de fonctionnalité n’a été réalisée telle que, par exemple, l’analyse des potentiels 
d’action des neurones matures générés.  
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Par ailleurs, les organoïdes cérébraux sont issus de la différenciation des cellules iPS vers un lignage 
neuroectodermique ce qui implique une absence de microglie dans ce modèle. D’ailleurs, aucun 
marqueur tel qu’IBA1 n’a été retrouvé dans nos structures. De la même façon, seules de faible 
quantités d’oligodendrocytes ont été décrites dans ce modèle. De plus, les cellules endothéliales 
impliquées dans la vascularisation sont absentes ce qui exclut toute possibilité de vascularisation. 
Pour compenser cela, les organoïdes sont maintenus en culture sous agitation rotative afin de les 
oxygéner et d’apporter les nutriments du milieu de culture au centre des sphéroïdes.   
Les protocoles actuels de génération d’organoïdes ne permettent pas de produire l’ensemble des 
types cellulaires impliqués dans le neurodéveloppement humain, mais ce modèle reste intéressant 
pour modéliser la complexité du cerveau humain (Qian et al., 2017).  
Un des défis importants a consisté à générer suffisamment de MB afin de tester différentes 
conditions d’infection. Dans nos expériences, moins de 10% des EBs générés deviennent des 
organoïdes et ont pu être inclus dans le protocole d’exposition à des souches de prions. En plus de sa 
complexité à mettre en place, cette technique est très couteuse. Pour pallier à ce faible rendement, 
des optimisations sont en cours au sein de l’équipe afin de coupler le protocole de Lancaster à des 
molécules chimiques permettant aujourd’hui d’augmenter le rendement à près de 80% (travaux de 
thèse de Ferid Nassor, 2015-2018).  
Les organoïdes cérébraux ne sont pas utilisables, pour l’heure, dans des études à grande échelle.  
Ainsi, le modèle MB mime la complexité du neurodéveloppement humain grâce à la présence d’une 
diversité de cellules neurales en interaction les unes avec les autres et la compartimentalisation en 
différentes régions cérébrales. Toutefois, l’absence de cellules microgliales pourtant connues pour 
être impliquées dans les processus de neurodégénérescence souligne les limites de ce modèle pour 
mimer au plus près la complexité du SNC humain.  
Modèle cellulaire murin  
Dans nos conditions de culture, nous n’avons pas été en mesure d’extraire suffisamment de 
cellules viables issues de souris PrPKo (ZH1) pour permettre une reprogrammation cellulaire par le 
virus de Sendai. Pourtant, différents groupes ont réussi à obtenir des fibroblastes issus d’explant 
cutané de souris Ngsk PrPKo (Satoh et al., 1998 ; Prcina et al., 2010). L’une des explications pourrait 
reposer sur l’utilisation de lignées murines différentes : Ngsk par rapport aux ZH1. Contrairement aux 
modèle murin ZH1, les souris Ngsk ont été générées à partir d’une délétion large du gène Prnp 
conduisant à une surexpression de Dpl et des phénomènes d’ataxie (Moore et al., 1999 ; Qin, 
O’Donnell, et Zhao, 2006). Cette différence de construction pourrait conduire à des modifications en 
termes de survie des fibroblastes in vitro. Une autre hypothèse pourrait être liée à nos conditions de 
dissociation cellulaire non adaptées aux souris ZH1. Nous avons utilisé une dissociation enzymatique 
à la collagénase avec une quantité très concentrée qui a permis d’extraire des fibroblastes pour les 
souris C57Bl/6 et Tg338 valident ainsi les conditions enzymatiques. Toutefois, l’absence de PrPC 
pourrait influencer sur l’extraction de ces cellules associées à des techniques de culture non 
adaptées. Cette théorie pourrait potentiellement être liée au rôle de la PrPC impliqué dans la 
prolifération, l’adhésion et la survie cellulaire. Il a été mis en évidence que son absence conduit à un 
stress oxydatif (Brown et al., 1997) avec une implication dans les voies de l’apoptose Bax/ Bcl2 (Kim 
et al., 2004).  
Une des perspectives à court terme serait d’extraire des fibroblastes à partir d’autres lignées murines 
afin de déterminer si les conditions de culture choisies pourraient être utilisées dans ce cas.   
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Nous avons effectué la reprogrammation de fibroblastes issus de souris Tg338 (surexprimant la 
PrPC ovine) grâce au virus de Sendai. Suite à cette reprogrammation, et malgré l’isolement et 
l’amplification de clones cellulaires, l’analyse en PCR de ces cellules n’a pas pu mettre en évidence les 
marqueurs endogènes de pluripotence attendus (Sox2, Rex1 et Nanog). La formation de tératome 
n’a pas non plus permis de distinguer les trois feuillets embryonnaires : seul l’ectoderme a pu être 
mis en évidence. Da façon surprenante ces cellules ont été maintenues pendant plusieurs passages 
sous forme de colonies avec des aspects morphologiques proches de ceux observés pour les cellules 
souches embryonnaires. Ces données peuvent pourraient être expliquées par un processus de 
reprogrammation partielle des cellules iPS (Yamanaka, 2009).   
L’une des explications pourrait être liée au choix de la méthode de reprogrammation. Le virus de 
Sendai permet d’obtenir des taux de reprogrammation proches de ceux obtenus avec les vecteurs 
intégratifs (Fusaki et al., 2009). Toutefois, cette technique est généralement utilisée pour 
reprogrammer des cellules somatiques humaines et non murines, ce qui pourrait en partie expliquer 
ces résultats.  
Une autre explication pourrait être des conditions de culture non optimales. En effet, le milieu de 
culture des cellules souches pluripotentes murines doit être supplémenté quotidiennement en LIF, 
facteur limitant la différenciation et favorisant l’auto-renouvellement des cellules in vitro (Smith et 
al., 1988). Contrairement au facteur FGF utilisé pour les cellules iPS humaines, le LIF n’est pas 
disponible sous une forme stabilisée. Concrètement, cela nous a conduit à ajouter des volumes de 
milieu de culture plus important les week-ends. Cette contrainte favorisant la différenciation a pu 
conduire à la sélection et l’amplification de clones partiellement reprogrammés.   
Il est également possible d’incriminer la technique de passage des cellules. Chaque semaine, les 
cellules iPS338 étaient dissociées manuellement. Cette technique pourtant connue pour garantir de 
meilleure condition de culture a pu conduire à la sélection d’un clone partiellement reprogrammé qui 
se serait amplifié au détriment des cellules iPS. En perspectives, il serait pertinent de coupler des 
techniques de dissociation enzymatique et manuel, c’est-à-dire retirer manuellement les colonies ne 
répondant pas aux critères requis (différenciation, bords non délimités) puis réaliser une dissociation 
enzymatique afin de sélectionner uniquement les cellules non différenciées. Cette technique avait 
été initiée mais ne permettait pas d’obtenir des colonies homogènes soulignant la nécessité 
d’adapter le protocole. La reprogrammation incomplète pourra éventuellement se corriger au cours 
des différents passages cellulaires comme cela a été souligné par différentes équipes (Kim et al., 
2010 ; Polo et al., 2010). Pour cela, il serait nécessaire de rechercher la présence des différents 
marqueurs de pluripotence sur des cellules à passages plus tardifs. 
Ainsi, les cellules iPS338 ont des capacité d’auto-renouvellement propres aux cellules souches 
embryonnaires (Rodolfa et Eggan, 2006). Toutefois, les marqueurs moléculaires et fonctionnels non 
pas été retrouvés et de la même façon le bioessai n’a pas permis une différenciation dans les trois 
feuillets primaires.   
Organoïdes murins et simiens 
Bien que les cellules murines iPS 338 aient potentiellement été partiellement reprogrammées, nous 
avons été en mesure de générer des EBs ainsi que des structures organoïdes présentant des 
marqueurs neuronaux (NeuN et Tuj1). Ces organoïdes murins ont été maintenus en culture plus de 
150 jours après l’encapsulation en Matrigel soulignant la présence de précurseurs neuronaux. Nous 
pouvons noter l’absence d’organisation interne de ces structures ne permettant pas d’affirmer 
qu’elles soient des « Mini-Brains » c’est-à-dire des organoïdes cérébraux.  
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Les organoïdes simiens, quant à eux, présentent une organisation proche de celle observée dans les 
MBs humains (compartimentalisation, présence de rosettes neurales). Toutefois, des caractérisations 
approfondies à l’instar de celles réalisées sur les MBs humains (IHC, PCR, étude de fonctionnalité) 
sont encore nécessaires. Toutefois, à notre connaissance, c’est la première fois que des organoïdes 
neuro-ectodermiques ont été réalisés à partir de cellules iPS simiennes.  
3.2 Caractérisation du modèle cellulaire après exposition prion  
Plusieurs arguments peuvent être avancés en faveur de la capacité des organoïdes cérébraux à être 
sensibles aux souches humaines de prion. Tout d’abord, les cellules iPS d’origine humaines sont 
théoriquement sensibles aux souches utilisées. De plus, elles présentent un génotype MM au codon 
129 tout comme les souches de prion humaines utilisées expérimentalement. L’autre élément crucial 
est l’expression de la PrPC retrouvée à tous les stades du protocole de génération des organoïdes 
cérébraux : dans les cellules iPS, dans les EBs en plus faibles quantité, et dans les MBs associés à une 
augmentation de l’expression proportionnelle à leur différenciation. Enfin, les différentes études 
réalisées sur les neurosphères soulignent que les cellules peu différenciées et cultivées en 3D sont 
sensibles à l’infection (Giri et al., 2006 ; Milhavet et al., 2006b ; Herva et al., 2010 ; Iwamaru et al., 
2013 ; Relaño-Ginés, Lehmann, et Crozet, 2014). De plus, ces structures neuro-ectodermiques 
présentent une population cellulaire variée (astrocytes, neurones et oligodendrocytes) mimant la 
complexité du cerveau et offrant ainsi des interactions cellules-cellules.  
Plusieurs stratégies d’exposition à des souches de prions  
Notre première stratégie d’infection a reposé sur une exposition chronique des organoïdes 
humains avec l’ajout de l’infectiosité directement dans le Matrigel (matrice servant de support aux 
MBs). Grâce aux bioessais, nous avons été en mesure de mettre en évidence une augmentation de 
l’infectiosité par rapport à la charge initiale d’exposition. En parallèle, les analyses en RT-QuIC ont 
confirmé que 60 jpe des phénomènes d’agrégation sont retrouvés de façon plus importante que dans 
les MBs exposés moins longtemps. Ces résultats sont très encourageants et suggèrent que les 
organoïdes neuro-ectodermiques sont pertinents comme modèle d’infection par des souches de 
prions. Toutefois, une faible augmentation de l’infectiosité a été retrouvée, ce qui laisse sous-
entendre que des optimisations sont nécessaires.  
Une seconde stratégie d’exposition dite « aiguë » a été réalisée. Cette fois-ci nous avons exposé les 
organoïdes à un stade de différenciation plus tardif où le Matrigel n’est plus présent. Ces conditions 
permettent à l’infectiosité de ne pas être « piégée » dans le Matrigel et de mimer au plus près les 
modes de contaminations naturels. Cette deuxième stratégie a également été optimisée en exposant 
les organoïdes en présence de billes de 300 nm (Ademtech). Nous avons émis l’hypothèse que dans 
la mesure où la PrP anormale est capable de s’adsorber sur les billes, cela pourrait augmenter 
artificiellement le titre infectieux. De plus, il est possible que les billes puissent induire un noyau de 
nucléation favorisant l’agrégation des formes infectieuses et ainsi l’infection.   
En RT-QuIC, une persistance des phénomènes d’agrégation est observée dans les MBs récoltés 
60 jours post-exposition. Ces phénomènes d’agrégation sont diminués par rapport aux MBs exposés 
à la charge initiale suggérant que cette stratégie d’exposition est moins efficace que l’exposition 
chronique dans le Matrigel. L’une des explications pourraient être que le temps de mise en contact 
entre l’infectiosité et les organoïdes est trop court (2 heures), nécessitant donc des adaptations du 
protocole.   
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Enfin, une autre stratégie d’exposition a été initiée cette fois-ci directement sur les cellules iPS 
humaines et murines (iPS 338). Concrètement, ces cellules ont été exposées à différentes souches de 
prions (MCJ et TAC respectivement) avant de générer des organoïdes. Les premières données 
reposant sur l’aspect macroscopique soulignent que l’ajout de l’homogénat directement sur les 
cellules iPS est toxique pour celles-ci, de même que la croissance des EBs est ralentie. En raison de 
l’extrême sensibilité des cellules iPS aux conditions de culture, une adaptation du protocole est 
nécessaire pour développer cette nouvelle technique d’exposition.  
Différentes perspectives possibles 
Différentes perspectives ont rapidement été envisagées, mais face à la difficulté d’obtenir un nombre 
suffisant d’organoïdes, elles n’ont pu être réalisées.  
Concernant la stratégie d’exposition aiguë, différents temps de mise en contact entre l’inoculum et 
les organoïdes auraient pu être testés. Dans notre étude, l’inoculum a été mis en contact pendant 
2 heures avec les organoïdes. Par ailleurs, des tests devront être faits afin de confirmer ou d’invalider 
l’intérêt des billes dans cette stratégie d’exposition. Plus précisément à partir du même protocole, 
seules les billes pourraient être mises en contact avec le MB et inversement seul l’homogénat sans 
les billes. Cela implique que nous disposions d’une technique de détection rapide, autre que l’in vivo 
s’avérant trop longue et peu envisageable éthiquement car nécessitant un grand nombre d’animaux. 
Les méthodes d’amplification telle que la RT-QuIC apportent ainsi une solution pertinente. En 
parallèle, une augmentation de la quantité d’infectiosité pourrait être envisagée permettant une 
détection potentielle de PrPres en WB. On peut également citer des expositions répétées telles que 
l’utilisation de milieux conditionnés c’est-à-dire le recyclage de la moitié du milieu de culture afin 
d’augmenter la charge infectieuse artificiellement. Toutefois, il est important de garder en mémoire 
que l’intégrité des sphéroïdes doit être conversée. 
Il serait également possible de tirer avantage de la technologie des organoïdes cérébraux pour 
évaluer les effets cytotoxiques d’une exposition à des prions. Nos résultats préliminaires soulignent 
une augmentation des cellules apoptotiques (technique TUNEL) dans les MBs exposés par rapport 
aux MBs contrôles. Ces résultats devront être confirmés avec d’autres techniques et sur l’ensemble 
des MBs exposés (différents jpe, stratégie d’exposition aiguë). De plus, il est important d’aller plus 
loin et de déterminer quel type cellulaire est impliqué dans la mort cellulaire (neurones, astrocytes, 
ou cellules indifférenciées). En effet, une fois que les techniques IHC de détection de la PrP anormale 
seront optimisés, il serait pertinent de déterminer où cette dernière s’accumule (région exprimant 
des marqueurs particuliers) et dans quel type cellulaire. 
Les cellules iPS offrent la possibilité de pouvoir travailler in vitro sur des modèles cellulaires 
humains à partir de cellules somatiques de patient. À ce jour, une seule équipe a généré des cellules 
iPS provenant d’un patient atteint de GSS (Matamoros-Angles et al., 2017). Aucune accumulation 
anormale de PrP n’a été retrouvée ni de PrPres néoformée suite à l’exposition de souches de prions 
murines et humaines. Il est possible que ces cellules iPS humaines soient plus sensibles à une 
exposition prion sous forme d’organoïdes cérébraux dans nos conditions de culture.   
Très récemment, une équipe a obtenu des résultats prometteurs grâce à la différenciation en 
astrocytes de cellules iPS humaines (Krejciova et al., 2017). Après différents passages, un maintien de 
la PrPres a été observé dans ces astrocytes humains exposé à l’agent de la vMCJ.  
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Cette étude souligne le potentiel important que représente les cellules iPS dans la modélisation des 
maladies à prions et à plus large échelle des maladies neurodégénératives.  
Pour la première fois, il a été mis au point un modèle cellulaire utilisant des astrocytes humains 
sensibles à une souche de prions humaines. L’implication des astrocytes dans les maladies à prions 
avaient déjà été soulignée dans les neurosphères (Iwamaru et al., 2013) et dans d’autres modèles in 
vitro (Aguzzi et Liu, 2017). Dans des expériences futures, nous souhaiterions également déterminer 
de façon plus précise quel type cellulaire est responsable de la propagation de l’agent dans les 
organoïdes humains exposés à une souche sporadique de MCJ. 
3.3 Les limites des organoïdes cérébraux comme modèle d’infection 
Il est possible de s’interroger sur la pertinence d’utiliser des organoïdes cérébraux mimant le 
neurodéveloppement humain pour modéliser des pathologies affectant principalement des 
individus adultes. Une des alternatives étudiées au sein du laboratoire repose sur l’induction d’un 
vieillissement accéléré des cellules iPS. Récemment, il a été proposé la surexpression du gène de la 
progérine dans les cellules iPS afin de récapituler la physiopathologie de la maladie de Parkinson 
(Miller et al., 2013). Précisons, toutefois, que plusieurs cas pédiatriques ont été décrits dans les 
maladies à prions (Verity et al., 2000). De plus, il a été montré que les cellules indifférenciées sont 
sensibles à l’infection prion au travers des neurosphères, ou des cellules souches neurales issues des 
zones de neurogenèses adultes. 
Nos résultats soulignent la difficulté à distinguer la PrP anormale néoformée de celle initialement 
ajoutée au cours de l’exposition. En effet, nous avons été dans l’impossibilité d’utiliser des 
techniques de détection dites « classiques » c'est-à-dire plus simples à mettre en œuvre au sein d’un 
laboratoire et alternatives à l’expérimentation animale. Nos protocoles optimisés 
d’immunohistochimie sur des organes simiens, murins voire humains ne nous ont pas permis de 
distinguer la PrPC endogène des MBs de la PrP anormale ajoutée. Cette contrainte technique a 
également été retrouvée en WB. Nous avons réussi à déterminer la dose de PK permettant 
d’éliminer la PrPC endogène toutefois dans ces conditions aucune PrPres n’a été retrouvée dans les 
MBs. Plusieurs hypothèses peuvent expliquer cette absence de détection par des techniques 
biochimiques : (i) absence de réplication de l’infectiosité dans les MBs contredite par les données in 
vivo (ii) limite du seuil de détection (iii) modification de la souche.   
L’hypothèse de la limite du seuil de détection peut être expliquée dans la mesure où nous avons 
ajouté de faibles quantités de charge infectieuse afin de limiter la toxicité cellulaire dans les MBs. La 
théorie de la modification de la souche peut être expliquée par l’exposition des MBs humains avec 
des souches de prions issues de macaques. De plus, il faut noter que les MBs ont été cultivés dans un 
milieu de culture enrichi en antibiotiques décrits pour avoir un rôle d’agent agrégeant la PrP (Bencsik 
et al., 2006). Dans notre étude, les antibiotiques ont été retirés du milieu de culture deux semaines 
après l’exposition (chronique et aiguë) des organoïdes. 
Un autre élément à prendre en compte est la variabilité inhérente du modèle : chaque organoïde 
neuroectodermique généré est unique en termes d’organisation et de répartition entre les types 
cellulaires. Cet élément peut être vu comme un frein car les données obtenues doivent être 
confirmées par des réplicats, d’autant que nos protocoles de génération offrent peu de rendement. 
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Toutefois, cet élément est également un avantage car il mime la complexité des cas retrouvés chez 
l’Homme.  
En conclusion, les cellules iPS offrent de nouvelles perspectives afin de travailler sur une quantité 
théoriquement illimitée de cellules humaines. Dans nos conditions de culture, nous avons réussi à 
observer une réplication efficace d’au moins un isolat de souche sporadique de MCJ dans les MBs 
humains. Ces résultats encourageants pourraient, une fois le modèle caractérisé et optimisé, 
permettre de vérifier sur un modèle humain l’efficacité préclinique de molécules thérapeutiques 
contre la maladie de Creutzfeldt-Jakob. De plus, pour la première fois, nous avons décliné ce modèle 
sur des cellules simiennes et murines offrant, à plus long terme, une alternative à l’expérimentation 
animale.   
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Discussion générale 
La publication par l’équipe de Gill en 2013 d’un nombre anormalement élevé d’append ices de 
patients britanniques avec un marquage détectable de PrP  anormale avait confirmé le risque 
d’avoir des porteurs asymtomatiques beaucoup plus nombreux que les cas cliniques détectés 
jusqu’alors (Gill et al., 2013). Elle suggérait également qu’après exposition à l’agent de la variante 
de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (vMCJ) plus de 99% des contaminations pourraient demeurer 
cliniquement silencieuses avec donc un risque de transmission secondaire par transfusion 
sanguine. Notre approche expérimentale dans les modèles simien et murin avait pour but 
d’appréhender ce risque transfusionnel notamment au travers de l’étude de la réplication 
périphérique de ces agents dans les tissus lymphoïdes et de la détection de la PrP anormale dans 
les follicules. Il a été estimé que la population française (deuxième pays comptabilisant le plus 
important nombre de patients) aurait été dix fois moins exposée que la population britannique 
(Clarke et Ghani, 2005). En France, l’incidence de porteurs silencieux pourrait donc être de 1/20 000. 
La forte prévalence de porteur asymptomatique est d’autant plus problématique dans la mesure où 
les phases précliniques peuvent être longues au regard de l’espérance de vie (Collinge et al., 2006 ; 
Collinge et al., 2008). Les porteurs asymptomatiques pourraient ainsi constituer un réservoir pour les 
contaminations secondaires inter-humaines. 
La forme classique de vMCJ attendue est présente dans une partie des 
macaques transfusés 
L’évaluation expérimentale du risque transfusionnel dans le modèle du macaque cynomolgus a 
permis de mettre en évidence les deux groupes de receveurs déjà décrits chez l’Homme : les 
individus développant une vMCJ (Llewelyn et al., 2004 ; Wroe et al., 2006 ; www.hpa.org.uk) et ceux 
asymptomatiques (Peden et al., 2004 ; Peden et al., 2010).  
Les macaques transfusés développant une vMCJ présentent l’ensemble des caractéristiques des 
maladies à prions en termes de : symptomatologie, triade lésionnelle (spongiose, gliose et perte 
neuronale) et accumulation de PrPres dans le cerveau ainsi que dans les organes lymphoïdes. Ces 
résultats soulignent une fois de plus la pertinence de ce modèle dans l’étude de la physiopathologie 
des maladies à prions humaines (Lasmèzas et al., 1996 ; Herzog et al., 2004 ; Ritchie et al., 2016, 
McDowell et al., 2015).  
Une très grande hétérogénéité a été retrouvée dans la répartition de la PrP anormale en fonction 
des animaux et chez un même animal en fonction des tissus lymphoïdes. Dans nos modèles mimant 
les transfusions sanguines chez l’Homme, en l’absence de doses infectantes massives saturant tous 
les sites de réplication, de très grandes variations sont retrouvées en fonction notamment des 
ganglions lymphatiques étudiés. Au cours de cette étude, plus de 10 000 follicules lymphoïdes ont 
été examinés ne soulignant pas de distribution préférentielle évidente de la PrP anormale en 
fonction de la localisation des ganglions. L’exemple le plus frappant a été observé sur le quadriplicat 
de macaques transfusés le même jour avec le même inoculum qui ont tous développé une vMCJ 
entre 29 et 33 mois : la positivité des ganglions lymphatiques testés variait de 100% (avec une 
variation de 8 à 85% des follicules positifs en fonction des ganglions et une moyenne d’environ 30%) 
pour l’un des animaux à seulement 20% pour l’autre extrême (avec une variation de un follicule 
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jusqu’à 60% des follicules positifs et une moyenne de moins de 10% pour les ganglions positifs). 
L’ensemble de ces observations implique que sur la base de l’étude d’un seul tissu lymphoïde, il 
existe une forte probabilité d’obtenir des résultats faussement négatifs. Ces résultats peuvent être 
rapprochés des observations rapportant la difficulté de détecter un marquage de PrP anormale dans 
les tissus lymphoïdes de certains patients ayant pourtant des formes cliniques avérées de vMCJ 
(Joiner et al., 2005 ; Brandel et al., 2009). Nos résultats fournissent ainsi pour la première fois des 
données expérimentales comparatives non biaisées (par rapport à la situation humaine où seuls les 
cas positifs peuvent être pris en compte) qui permettent d’étayer la suspicion de sous-évaluation de 
la prévalence des porteurs de vMCJ apparemment sains tels qu’évaluée par l’équipe de Gill et ses 
collaborateurs (Gill et al., 2013). 
La détection de PrP anormale amplifiable dans le sang ainsi que la probabilité de transmission de la 
maladie par transfusion apparaissent globalement proportionnelles au niveau de contamination 
des tissus lymphoïdes. En d’autres termes, et de manière logique par rapport aux schémas 
physiopathologiques couramment proposés, le nombre de follicules lymphoïdes positifs pour la 
détection de PrP anormale semble conditionner l’infectiosité circulante dans le sang et donc la 
capacité des techniques d’amplification de type PMCA à détecter une positivité dans les globules 
blancs (buffy coat). De la même manière, le niveau de positivité des tissus lymphoïdes et du sang est 
prédictif de la capacité à transmettre la maladie par transfusion. Cela signifie également qu’en 
dessous du seuil de détection de la PMCA telle que pratiquée sur ces échantillons, le risque 
transfusionnel devient beaucoup plus faible, donnée qui souligne une grande importance en termes 
de santé publique sous réserve des correspondances avec la situation humaine. 
Par ailleurs un troisième groupe d’animaux a été identifié : les individus 
développant un syndrome myélopathique  
Les macaques transfusés avec l’agent de la vMCJ déclarant un syndrome myélopathique ne 
présentent pas les critères classiquement décrits dans les maladies à prions (Lescoutra-Etchegaray et 
al., 2015 ; Comoy et al., 2017). Des différences importantes sont observées tant au niveau des signes 
cliniques (atteinte principalement des membres supérieurs) que des lésions observées post-mortem 
(pseudo-nécrose des cornes antérieures de la moelle épinière cervicale). L’analyse biochimique n’a 
pas permis de mettre en évidence de PrPres (WB, ELISA) ni même de dépôts anormaux cérébraux de 
PrP en immunohistochimie. En revanche, des résultats préliminaires tendent à mettre en évidence 
des phénomènes d’agrégation en PMCA dans le sang de certains macaques transfusés (résultats non 
montrés et en cours de confirmation). Ces données soulignent le risque en termes de santé publique 
si ce syndrome existe réellement chez l’Homme car il ne serait pas diagnostiqué comme une maladie 
à prions.  
Le syndrome myélopathique correspond à une maladie à prions. Le premier argument repose sur 
l’optimisation de nos protocoles de détection de la PrP anormale en imunohistochimie. En effet, 
nous avons réussi à détecter chez les macaques myélopathiques des dépôts anormaux de PrP dans la 
rate, situés spécifiquement autour des vaisseaux. Concernant les macaques transfusés développant 
une vMCJ, les mêmes accumulations ont été retrouvées en plus de celles classiquement observées 
axées dans les structures immunitaires de la pulpe blanche. Le second argument a été obtenu suite à 
une série de transmission in vivo d’homogénats cérébraux et de dérivés sanguins. Nous avons mis en 
évidence que le syndrome myélopathique est transmissible (une des caractéristiques majeures des 
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ESTs) aux macaques et sous forme de phénotypes incomplets de vMCJ aux souris conventionnelles 
(modèle Swiss) (Comoy et al., 2017). Les phénotypes observés chez les souris exposées sont 
caractérisés par une accumulation ou non de PrPres dans le cerveau et/ ou la moelle épinière associée 
ou non à une spongiose dans les mêmes organes.  
Ainsi, ces formes atypiques décrites chez les souris présentent une partie des caractéristiques des 
maladies à prions (spongiose ou PrPres). Mais surtout ces résultats in vivo confirment bien 
l’appartenance du syndrome myélopthique dans le large spectre des maladies à prions.  
Des formes atypiques de maladies à prions ont déjà été décrites dans la littérature. 
Chez l’animal, les formes atypiques de tremblante ou d’ESB ont été décrites très tardivement et de 
façon fortuite grâce à de nouvelles techniques de dépistage (Tranulis et al., 1999 ; Casalone et al., 
2004 ; Biacabe et al., 2004). En effet, ces pathologies diffèrent d’un point de vue clinique, 
biochimique et épidémiologique par rapport aux formes dites classiques, et étaient passées 
inaperçues pendant de nombreuses années.  
Cette théorie est également cohérente chez l’Homme avec la découverte ces dernières années de 
nouvelles maladies telles que les VPSPr (Gambetti et al., 2008 ; Zou et al., 2010 ; Head et al., 2013) ou 
encore de nouvelles formes familiales (Mead et al., 2013). Décrite en 2013, cette dernière forme 
familiale est tout à fait intéressante car elle souligne l’apparition de signes cliniques liés à une 
atteinte du SN périphérique avant même ceux associés à l’atteinte centrale irréversible (Mead et al., 
2013). Une autre étude souligne l’apparition de nouveaux symptômes centrés sur la moelle épinière 
dans les formes sporadiques de MCJ (Azevedo et al., 2001). Ainsi, la possibilité de voir apparaître de 
nouvelles maladies à prions associées à des signes cliniques non conventionnels est pertinente avec 
les données issues de la littérature. La résistance variable à la protéolyse des VPSPr souligne un autre 
élément crucial : la présence de différentes conformations anormales de la PrP (Gambetti et al., 
2008 ; Zou et al., 2010). En 2013, Kovacs et son équipe iront plus loin en décrivant une nouvelle 
maladie à prion sans PrPres détectable (Kovacs et al., 2013). Leurs travaux présentent six patients 
avec une atteinte thalamique associée à une démence rapide et progressive. L’analyse 
neuropathologique révèle uniquement des dépôts anormaux de PrP dans les régions corticales. Ces 
auteurs n’excluent pas la possibilité qu’une forme de PrPres soit présente mais en quantité trop faible 
pour être détectée ou que cette isoforme pathologique soit localisée dans des régions cérébrales non 
analysées (Kovacs et al., 2013).  
Ainsi, il est possible d’émettre l’hypothèse qu’en parallèle des formes « classiques » de maladies à 
prions il existe tout un spectre de maladies qui restent à caractériser et dont les schémas 
pathogéniques ne sont pas clairement élucidés.  
De façon plus générale, il est également important de discuter de la place de la PrPres comme seule 
caractéristique des ESTs. Actuellement, sa présence est considérée comme le marqueur biologique 
dominant et primordial dans les maladies à prions. Pourtant, avant que la PrP ne soit considérée 
comme l’agent causal des ESTs, d’autres critères neuropathologiques prédominaient tels que la 
spongiose, la gliose et la perte neuronale. De plus, la VPSPr vient contredire ces données en laissant 
la place à d’autres formes intermédiaires regroupées sous le terme de PrPSen (Gambetti et al., 2008 ; 
Zou et al., 2010). Deux raisons principales peuvent expliquer la perte de résistance de la PrP à la PK 
(si l’on part du principe qu’il y a une perte de résistance à la protéolyse et non une absence de PrPres). 
La première pourrait être liée directement à une modification de la souche associée à la grande 
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variabilité du domaine Nter suggèrant une diversité de conformation et d’agrégation. La seconde 
possibilité est que certaines formes de maladie à prions ne présentent aucune accumulation de 
PrPres. En effet, différentes études ont souligné la dissociation entre la résistance à la protéolyse de la 
PrP et la présence d’infectiosité (Collinge et al. 1995 ; Lasmézas et al., 1997 ; Tixador et al., 2010 ; 
Kaatz et al., 2012 ; Lewis et al., 2012 ; Laferrière et al., 2013).  
Ainsi, une absence de détection de PrPres ne suggère pas une absence d’infectiosité et n’exclue pas 
que ces maladies ne soient pas une EST. La présence de maladie à prions sans PrPres a déjà été 
observée dans plusieurs études chez l’animal (Lasmézas et al., 1997 ; Flechsig et al., 2001). Chez 
l’Homme, des patients présentant peu de PrPres ont également été identifiés (Brandel et al., 2009). 
Enfin, une autre hypothèse, cette fois-ci technique, permettrait d’expliquer la faible quantité de 
PrPres détectée voire son absence de détection. En effet, il est tout à fait envisageable que nous 
soyons en dessous du seuil de détection avec les techniques actuelles ou surtout qu’il soit impossible 
de distinguer la PrPC de son isoforme anormale. Dans ce sens, différents auteurs ont rapporté la 
possibilité d’avoir des interférences directes avec l’enzyme utilisée en l’occurrence la protéinase K 
(Dudas et al., 2015). Face aux nouvelles pathologies décrites présentant peu voire pas de PrPres 
détectable il serait pertinent de redéfinir les critères actuels des maladies à prions (Gambetti et al., 
2008 ; Mead et al., 2013 ; Kovacs et al., 2013).  
Le dernier élément plausible permettant d’expliquer l’apparition du syndrome myélopathique chez 
les macaques transfusés pourrait être directement lié au mode d’exposition à l’agent 
Le syndrome myélopathique semble être associé au mode d’exposition à 
l’agent de la vMCJ 
Chez les macaques transfusés développant une myélopathie, une absence de réplication 
périphérique classique de la PrP anormale est décrite à l’exception de celle retrouvée chez trois 
macaques sur les 10 testés (soit un total de 30%). Pourtant un grand nombre d’études vont dans le 
sens de l’importance d’une accumulation de PrP anormale dans les tissus lymphoïdes (associée à 
l’expression cellulaire de la PrPC) afin d’avoir une neuroinvasion efficace suite à une exposition 
périphérique (Fraser et Dickinson, 1970 ; Prinz et al., 2003 ; Beringue et al., 2008). Face à l’absence 
de réplication classique périphérique cela conduirait à une neuroinvasion inefficace ou différente 
telle qu’une atteinte préférentielle de la moelle épinière. Dans la mesure où l’accumulation de PrP 
anormale chez les macaques myélopathiques est retrouvée dans les régions périvasculaires 
spléniques, une des hypothèses est qu’une seule voie de dissémination de l’infectiosité existe et 
qu’elle conduise préférentiellement à des atteintes médullaires et bulbaires. Il a par exemple été 
montré chez la souris qu’après une exposition par voie péritonéale, l’infectiosité s’accumulait dans 
un premier temps au niveau de la moelle épinière thoracique, puis se disséminait dans l’ensemble de 
la moelle épinière pour enfin atteindre le cerveau (Kimberlin et Walker, 1982 ; Kimberlin et Walker, 
1988). Ainsi, il est envisageable que l’atteinte soit trop précoce à la vue de l’espérance de vie de 
l’animal, c'est-à-dire que la dissémination n’ait pas eu le temps d’aller jusqu’au cerveau. Toutefois, 
cette hypothèse semble peu probable dans la mesure où les macaques myélopathiques ont présenté 
une période d’incubation équivalente à celle décrite chez les macaques transfusés développant une 
vMCJ voire même une transmission plus rapide (Lescoutra-Etchegaray et al., 2015 ; Comoy et al., 
2017).  
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En parallèle, un autre argument pourrait conforter le fait que la voie d’inoculation favorise 
l’expression du phénotype atypique observé chez les macaques transfusés avec l’agent de la vMCJ. Il 
repose sur une série de prétraitements particuliers afin d’optimiser les protocoles 
d’immunohistochimie actuels de détection des épitopes de la PrP. En effet, nous avons réussi à 
détecter une accumulation anormale de PrP autour des vaisseaux spléniques chez les macaques 
transfusés myélopathiques. Ces immunomarquages sont également retrouvés chez nos animaux 
développant des formes classiques de vMCJ en plus des marquages folliculaires habituels. Ces 
données nous ont conduit à émettre l’hypothèse que la réplication périphérique, étape précoce et 
vraisemblablement clé dans la neuroinvasion, pouvait reposer sur un deuxième mécanisme 
jusqu’alors inconnu.  
Le syndrome myélopathique est transmissible en l’absence de système immunitaire fonctionnel 
contrairement à la forme classique de vMCJ inoculée par voie intra-veineuse. 
Afin de déterminer si la rate est toutefois l’organe supportant la réplication périphérique pour les 
macaques myélopathiques, nous avons procédé à des inoculations dans un modèle murin 
immunodéficient. Nous avons utilisé comme contrôle la forme classique de vMCJ. Nos expériences 
confirment que la forme classique de vMCJ, en l’absence de centres germinatifs fonctionnels, n’a pas 
de réplication périphérique efficace et donc ne se transmet pas. 
À l’inverse, nos résultats démontrent, qu’après inoculation intraveineuse, la réplication des souches 
myélopathiques est efficace en absence d’un système immunitaire fonctionnel. Ces données ne 
permettent pas d’exclure la possibilité que la rate soit le lieu de la réplication périphérique ou 
qu’inversement un autre organe soit impliqué. En effet, il est possible qu’en raison du caractère 
immunodéficient des souris NSG, la réplication n’est pu être efficace. Afin de déterminer si la rate est 
le support d’une réplication périphérique lors d’une exposition par voie intraveineuse, nous avons 
initié une série de passages secondaires à des souris conventionnelles en utilisant les rates des souris 
immunodéficientes exposées comme inocula (souris actuellement en cours d’incubation).  
Nos données soulignent également que les souches myélopathiques sont capables de transmettre un 
phénotype atypique chez ces souris. Ces résultats confirment ceux apportés dans d’autres modèles 
murins conventionnels (Comoy et al., 2017). 
Ainsi, la capacité des souches myélopathiques à transmettre des phénotypes atypiques dans un 
modèle murin immunodéficient, souligne des schémas pathogéniques différents de ceux connus 
pour l’agent de la vMCJ. Toutefois, une question fondamentale reste non résolue dans notre étude et 
concerne le support, s’il existe, de la réplication périphérique de ces souches atypiques induites par 
l’exposition de l’agent de la vMCJ par voie intraveineuse.  
En conclusion, le syndrome myélopathique a pu être sélectionné par l’utilisation de la voie 
intraveineuse plutôt que des voies orales et intracérébrales, habituellement utilisées dans le modèle 
du macaque cynomolgus. De plus, nous pouvons également nous demander si le syndrome 
myélopathique n’aurait pas pu être sélectionné par l’utilisation de dérivés sanguins plutôt que de 
cerveaux infectés au stade terminal. Cette hypothèse a déjà été présentée dans la dernière 
publication du laboratoire (Comoy et al., 2017). L’idée pourrait être que l’inoculation de dérivés 
sanguins avec des formes infectieuses solubles conduise à des formes myélopathiques tandis que 
celle d’homogénats cérébraux avec des agrégats à une vMCJ. Ces données sont sous-tendues par la 
possibilité que les structures périvasculaires accumulant la PrP anormale chez les macaques 
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transfusés (vMCJ et myélopathiques) jouent un rôle de filtre en fonction de l’infectiosité inoculée : 
soluble lors d’inoculation de dérivés sanguins ou agrégée lors d’homogénats cérébraux. Nos 
caractérisations immunohistochimiques soulignent que cette structure parenchymateuse est 
composée de fibres et de collagène.  
Existe-t-il un nombre plus important de porteurs asymptomatiques que celui 
annoncé dans les études de prévalence de Gill et al., 2013 ?  
Les études de prévalence ont été conduites sur des cohortes de patients britanniques (Hilton et al., 
2004 ; Frosh et al., 2004 ; Clewley et al., 2009 ; De Marco et al., 2010 ; Gill et al., 2013 ; Diack et al., 
2017). À ce jour, aucune étude n’a été menée sur la population française. Dernièrement, la validation 
de l’analyse du LCR par PMCA pourrait, lors de son automatisation, permettre de réaliser des études 
de prévalence notamment en France grâce à cette méthode d’amplification (Bougard et al., 2016). Si 
on estime que la population française a été 10 fois moins exposée que la population britannique, il 
faudrait donc tester plus de 300 000 pièces post-opératoires pour pouvoir espérer retrouver des 
échantillons positifs tout comme dans l’étude de Gill et ses collaborateurs (Gill et al., 2013). Si une 
telle étude devait être entreprise, elle nécessiterait de disposer de technique de détection dans le 
sang moins contraignante que la PMCA pour être en mesure de traiter un tel nombre d’échantillons.  
Les études de prévalence présentent deux principales limites qui sont importantes de soulever. La 
première est qu’il est impossible de déterminer le devenir des porteurs asymptomatiques et donc de 
savoir s’ils développeront ou non la maladie au regard de la longue phase préclinique. De même, 
aucune donnée ne permet de déterminer si le sang de ces patients cliniquement silencieux est 
réellement infectieux et pourrait conduire à une transmission secondaire de l’agent.   
La seconde limite est que la prévalence de porteurs asymptomatique puisse être plus importante que 
1/2000. En effet, plusieurs études soulignent la présence de patients vMCJ présentant peu voire pas 
de réplication périphérique détectable (Joiner et al., 2005 ; Brandel et al., 2009 ; Mok et al., 2017). 
De même, ces études sont réalisées sur des pièces d’amygdales ou d’appendices autres que la rate 
qui est connue pour accumuler de façon plus importante l’infectiosité. Cette dernière limite suggère 
que les dépôts anormaux de PrP observés dans les pièces d’appendices ne seraient qu’une partie de 
ceux réellement présents dans les autres tissus lymphatiques telle que la rate.  
Dans notre étude, lorsque nous étudions la réplication anormale dans les ganglions lymphatiques, 
nous observons une grande hétérogénéité entre les macaques transfusés. Sur un total de 
17 macaques vMCJ testés, un animal n’avait aucun follicule accumulant de la PrP anormale dans les 
ganglions lymphatiques ainsi que dans la rate. De plus, cinq autres animaux présentaient moins de 
50% des follicules positifs. Ces données confirment qu’il est primordial d’analyser un grand nombre 
de follicules afin d’en trouver un positif. Cet élément crucial avait déjà été souligné dans l’étude 
précédente (Gill et al., 2013).  
En conclusion, cette grande hétérogénéité d’accumulation périphérique dans les ganglions 
lymphatiques chez les macaques transfusés (classiques et myélopathiques) sous-entend que les 
études de prévalence basées sur l’analyse d’organes lymphoïdes puissent être sous-estimées et 
individualisent insuffissament le nombre de porteurs asymptomatiques et donc le risque pour la 
population. De plus, les différentes études de prévalence ont révélé que les dépôts anormaux de PrP 
étaient majoritairement retrouvés dans l’appendice par rapport aux amygdales. Cette hétérogénéité 
entre les organes lymphatiques a également été observée dans notre étude. Nous avons analysé des 
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ganglions lymphatiques répartis dans l’ensemble de l’organisme. Nos résultats mériteraient d’être 
repris et analysés de façon statistique mais soulignent une accumulation de PrP dans les ganglions 
situés à proximité immédiate du SNC et dans les ganglions mésentériques chez les macaques 
transfusés vMCJ.  
La possibilité d’avoir des phénotypes atypiques transmissibles en dehors des critères de diagnostic. 
Chez les macaques transfusés le même phénomène de porteurs asymptomatiques est retrouvé suite 
à des actes transfusionnels expérimentaux de l’agent de la vMCJ. Sur les 50 macaques transfusés 
expérimentalement au sein du laboratoire avec des agents infectieux, 27 d’entre eux ont présenté 
des signes cliniques, soit 54%. Les 23 autres macaques transfusés sont asymptomatiques ce qui 
représente 46% des individus soit 920 individus porteurs potentiels sur 2000, soulignant un nombre 
plus important de porteurs asymptomatiques. Ces résultats sont accentués par le nombre 
conséquent de macaques développant u syndrome myélopathique (10/27 macaques totaux 
présentant des signes cliniques) qui ne seraient pas pour l’heure diagnostiqué comme une maladie à 
prions. Si on considère, qu’au regard des critères de diagnostic actuels, ces macaques entrent dans la 
catégorie des porteurs asymptomatiques : la prévalence serait de 1320/ 2000. Ces résultats sont bien 
évidemment à nuancer dans la mesure où nos données ne permettent pas d’affirmer que le 
syndrome myélopathique soit présent chez l’Homme. 
Si une telle expression de cette forme existe chez l’Homme, elle ne serait donc pas diagnostiquée 
comme une maladie à prion mais comme une autre entité pathologique. Toutefois, le caractère 
transmissible de ces formes amène tout un questionnement sur le risque en termes de santé 
publique. Nos données ne permettent pas d’exclure ni d’affirmer que le syndrome myélopathique 
puisse être décrit chez l’Homme. Les caractérisations approfondies des structures spléniques nous 
ont permis de valider que les structures périvasculaires accumulant de la PrP anormale chez les 
macaques transfusés étaient également présentes chez l’Homme. Pour évaluer le risque zoonotique 
potentiel, différents passages dans des souris humanisées ont été réalisés. Pour l’heure, la majorité 
des animaux est encore en cours d’incubation. Toutefois, ces résultats nécessiteront sans doute, 
comme nous l’avons vu tout au long de ce travail, d’analyser un grand nombre d’animaux afin de 
mettre en évidence des différences : chez les souris Swiss 6% présentaient des phénotypes atypiques 
(n = 417) et 7% chez les souris immunodéficientes, NSG (n = 149). 
La possibilité que le syndrome myélopathique soit uniquement retrouvé chez les macaques est 
également envisageable et limiterait le risque en termes de santé publique. Il est connu qu’il existe 
une forte homologie de séquence entre la PrPC humaine et simienne (Schatzl et al., 1995). Toutefois, 
si le syndrome myélopathique est une maladie simienne, son adaptation à ce modèle et à celui de la 
souris nécessitera un temps d’adaptation de la souche. Différents passages de retransmission sont en 
cours afin d’évaluer le phénomène d’adaptation de souches bien décrit chez la souris (Lasmézas et 
al., 1997). Cette hypothèse est à nuancer dans la mesure où le syndrome myélopathique conduit au 
développement de phénotypes atypiques chez des souris conventionnelles et immunodéficientes.  
Ainsi, la prévalence de porteurs asymptomatiques plus importante que prévue permet de craindre 
l’apparition d’un plus grand nombre de cas de contamination secondaire par la vMCJ que les 
trois observés jusque-là. De plus, si comme dans le modèle du macaque cynomolgus, il existait chez 
l’homme des formes de maladie à prions à symptomatologie et tableau lésionnel différents de la 
vMCJ ne présentant pas d’accumulation de PrPres dans le SNC, le nombre de cas humains contaminés 
par transfusion sanguine pourrait alors être sous diagnostiqué de manière massive. Une de nos 
perspectives à long terme est d’être en mesure de diagnostiquer ce phénotype et donc de trouver 
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une technique IHC utilisable sur d’autres organes lymphoïdes classiquement utilisés chez l’Homme 
dans les études de prévalence.  
Les méthodes de détection de l’agent 
À défaut d’une élimination complète de l’agent contenu dans le sang, la sécurisation des actes 
transfusionnels passe par la détection de l’agent lors des dons de sang. Expérimentalement, quelle 
que soit la méthode de détection utilisée, il convient de distinguer d’une part la PrPC de son isoforme 
anormale et d’autre part la PrPres néoformée de celle initialement inoculée. En effet, il n’existe pas 
d’anticorps spécifique de la forme anormale, ce qui conduit à « jouer » sur les propriétés 
particulières de la PrP anormale notamment sa résistance à la PK. Il est donc nécessaire de trouver 
des techniques de démasquage des épitopes drastiques pour éliminer la PrPC mais non destructives 
de son isoforme anormale. Au laboratoire une des thématiques repose sur l’optimisation des 
protocoles de démasquage des épitopes à l’aide de prétraitements successifs. 
Les techniques d’immunohistochimies 
Dans notre étude, l’évaluation expérimentale du risque transfusionnel, nous a conduit d’une part à 
caractériser les souches myélopathiques dans un modèle murin immunodéficient et à mettre en 
place d’autre part un modèle cellulaire d’infection cultivé en 3D.   
La difficulté rencontrée dans ces deux axes de recherches a été d’être en mesure de différencier la 
PrP anormale de son isoforme physiologique dans : (i) les macaques myélopathiques (ii) les souris 
immunodéficientes présentant des phénotypes atypiques et enfin (iii) les organoïdes neuro-
ectodermiques exposés de façon chronique ou aigüe à différentes souches de MCJ. Deux hypothèses 
sont envisageables pour expliquer ces résultats : (i) une absence de PrP anormale ou (ii) une 
présence d’une autre conformation non distinguable de celle de la PrPC associée à des limites de 
détection des techniques employées. Concernant les organoïdes l’une des explications qui semble la 
plus probable est la faible quantité de matériel utilisé pour réaliser les WBs ne permettant pas de 
mettre en évidence la PrPres éventuelle. Bien qu’aucune PrPres n’est était détectée, une augmentation 
du titre infectieux grâce au bioessai et une présence de phénomènes d’agrégations en RT-QuIC ont 
été observés. Ainsi, il existe une dissociation entre l’infectiosité, la présence de PrPres et des 
phénomènes d’agrégation.  
Les techniques d’amplification  
Actuellement, de plus en plus d’équipes tendent à s’affranchir des méthodes d’histologie face aux 
temps de préparation des échantillons et aux mises au point pouvant être longues et fastidieuses. 
Dans notre étude, le sang des macaques transfusés a été analysé en PMCA grâce à l’équipe avec 
laquelle nous collaborons dirigée par le Dr Olivier Andréoletti (INRA-Toulouse). Des analyses 
complémentaires réalisées par le Dr Daisy Bougard et ses collaborateurs (EFS-Montpellier) viendront 
prochainement complèter ses données. Ce projet fait partie intégrante de l’ANR 
UnmaskingBloodPrion (2016 – 2018).   
La PMCA a détecté des phénomènes anormaux chez les macaques transfusés présentant un 
syndrome myélopathique suggérant (i) des conditions améliorées permettant de détecter des 
phénomènes d’agrégation vraisemblablement différents de ceux classiquement décrits et (ii) 
l’appartenance du syndrome myélopathique dans le large spectre des ESTs. Ces données soulignent 
qu’une absence de PrPres n’est pas incompatible avec une présence d’infectiosité (transmission du 
caractère atypique chez les souris avec les homogénats myélopathiques) et la présence de processus 
d’agrégation (décrits en PMCA). Nous pouvons émettre l’hypothèse qu’une conformation particulière 
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de la PrP anormale existe dans les syndromes myélopathiques conduisant à une absence de PrPres (ou 
une isoforme non détectable).  
De façon plus générale, la mise en place de techniques de détection ante mortem est un réel défit 
dans la recherche sur les maladies à prions. Cela permettrait de détecter les porteurs 
asymptomatiques et de les éliminer des dons du sang pour ne pas perpétuer de contaminations 
inter-individus. Actuellement, de plus en plus de techniques de détection vont dans ce sens 
(Edgeworth et al., 2011 ; Jackson et al., 2014). Récemment, Daisy Bougard et ses collaborateurs ont 
publié une étude mettant en avant des résultats prometteurs en PMCA (Bougard et al., 2016) : une 
PrP anormale a été observée dans le sang de 256 patients dont deux asymptomatiques au moment 
de l’étude ont développé ultérieurement des signes cliniques (15 et 30 mois après). 
Gestion du risque transfusionnel 
Contrairement aux injections d’hormones de croissance (hormone de synthèse), il est impossible de 
se passer de sang humain à l’exception des fractions recombinantes non applicables pour l’ensemble 
des patients. La sécurisation optimale des transfusions sanguines reposerait sur : la détection de 
l’infectiosité dans le sang et donc l’exclusion des potentiels porteurs asymptomatiques couplée à une 
inactivation complète de l’agent sans pour autant perturber l’intégrité et l’efficacité thérapeutique 
des composants sanguins. Pour l’heure, les mesures mises en place sont axées sur des critères stricts 
d’inclusion et d’exclusion des donneurs, la leucoréduction systématique des dons de sang ainsi qu’un 
système de traçabilité performant permettant le suivi des donneurs, des dons et des receveurs.  
Le développement de mesures préventives semble limiter le risque de transmission secondaire 
post-transfusionnel. Ces résultats sont sous-tendus par l’absence de cas post-transfusionnel en 
France ainsi qu’au RU après la mise en place des mesures. La leucoréduction systématique des dons 
de sang repose sur différentes données de la littérature soulignant que l’infectiosité est 
majoritairement contenue dans les globules blancs. Néanmoins, la répartition de l’infectiosité dans 
les différents composants du sang est difficile à déterminer, seul des ordres d’idées sont décrits 
(Abdel-Haq, 2015 ; Properzi et al., 2015). Il convient toutefois de noter que l’infectiosité est 
retrouvée dans l’ensemble des composants sanguins y compris le plasma (Prowse et Bailey, 2000). 
Les techniques de préparation notamment la nanofiltration semble efficace pour limiter une 
transmission de l’agent via le plasma (Truchot et al., 2006 ; Yunoki et al., 2008). Toutefois, il demeure 
des incertitudes sur les méthodes d’analyses employées afin de valider ces tests. En effet, la 
nanofiltration repose sur la filtration de l’agent en fonction de sa taille. Or, certaines études utilisent 
des préparations infectieuses (sous forme d’homogénat cérébral) contenant des agrégats de grandes 
tailles non pertinents avec la taille réellement observée.   
Les limites théoriques des mesures de sécurisation du sang en vigueur pourraient être diminuées 
voire éliminées en utilisant des filtres anti-prion. Ces derniers ont mis en avant leur efficacité in vivo 
(Saunders et al., 2005 ; Sowemimo-Coker et al., 2005 ; Lescoutra-Etchegaray et al., 2014). En 
parallèle, de nombreuses données prometteuses soulignent la possibilité de pouvoir disposer de 
techniques de détection de l’agent dans le sang (Edgeworth et al., 2011 ; Saá et al., 2014 ; Lacroux et 
al., 2014 ; Bougard et al., 2016).  
À ce jour, seule la PrPvMCJ est considérée à risque dans le cadre des actes transfusionnels.   
Ces données sont sous-tendues par la présence de trois cas de contamination post-transfusionnels 
issus de la transmission de cet agent. Pourtant, les inoculations par voie intraveineuse chez la souris 
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(Cervenakova et al., 2003) et chez le singe écureuil (Ritchie et al., 2016) soulignent que les formes 
familiales de maladies à prions sont également transmissibles via les dérivés sanguins. Toutefois, les 
mesures d’exclusion des donneurs de sang en vigueur permettent de considérer ce risque de 
transmission comme limité.   
Concernant les formes sporadiques de MCJ, le risque de contamination secondaire est également 
considéré comme théorique (Rapport de novembre 2007 de l’Afssaps). En effet, aucun élément 
épidémiologique ne permet d’affirmer que ces formes puissent être transmissibles par les produits 
sanguins et dérivés. Vraisemblablement, la distribution tissulaire périphérique de l’infectiosité 
décrite chez les patients sporadiques est moins élevée (et donc présente moins de risque en termes 
de santé publique) par rapport à celle retrouvée pour la vMCJ. Récemment, une étude souligne que 
ces connaissances peuvent être affinées. En effet, la présence d’infectiosité a été mise en évidence 
dans la peau de patients atteints de formes sporadiques par bioessai (Orrú et al., 2017). Cette 
nouvelle étude pose certes un potentiel risque de transmission via la peau et les instruments 
chirurgicaux associés mais étend notre vision des connaissances en rappelant que l’infectiosité 
contenue chez les patients sporadiques pourrait être présente de façon plus importante dans le sang 
et constituer un réel réservoir de contamination. De plus, face à la plus forte incidence des formes 
sporadiques que les autres formes, il convient d’appliquer le principe de précaution.   
D’ailleurs en France, l’ensemble des lots contenant des plasmas issus de personnes ayant développé 
a posteriori une MCJ sporadique ainsi que familiale ont été rappelé grâce à un système de traçabilité 
efficace. Dernièrement, deux patients hémophiles atteints d’une forme sporadique de MCJ ont été 
décrits (Urwin et al., 2017). Ces patients présentaient un risque accru de vMCJ dans la mesure où ils 
avaient été traités par médecine transfusionnelle avec des lots potentiellement à risque. Ces 
données peuvent souligner soit un événement fortuit dans le contexte d’une surveillance renforcée 
au RU, comme le souligne les auteurs de cette publication (Urwin et al., 2017), soit la possibilité que 
cette forme sporadique puisse être liée à une contamination sanguine. Cette dernière hypothèse ne 
peut être exclue et peut être sous-tendue par une modification de la souche suite à l’exposition par 
voie intraveineuse. En effet, nos travaux mettent en avant la présence de profils atypiques lors d’une 
inoculation par voie intraveineuse de l’agent de la vMCJ (Comoy et al., 2017). Il n’en demeure pas 
moins que ces deux patients présentaient l’ensemble des caractéristiques décrites dans les formes 
sporadiques de MCJ, contrairement à nos observations faites chez les macaques myélopathiques 
(Comoy et al., 2017)  
Les organoïdes neuro-ectodermiques : une alternative aux modèles in vitro et 
in vivo d’infection existants ?  
Le bioessai nous a permis d’appréhender la caractérisation des souches myélopathiques décrites 
chez les macaques transfusés : (i) mise en évidence du caractère transmissible à des modèles murins 
conventionnels et immunodéficient (Comoy et al., 2017 ; Rontard et al., en préparation) (ii) 
validation de la présence de PrPres dans des souris conventionnelles exposées (Comoy et al., 2017). 
Les études de retransmissions préliminaires dans d’autres modèles murins mettent en évidence que 
ces phénotypes sont également transmissibles aux souris transgéniques sur-exprimant la PrPC de 
macaque.  
Face à cette hétérogénéité de transmission, les modèles cellulaires permettraient d’étudier les 
mécanismes de réplications des souches classiques et atypiques. Ils permettraient également de 
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s’affranchir, du moins en partie, des expériences in vivo s’avérant chronophages (jusqu’à 2 ans et 
demie chez la souris), coûteuses et éthiquement peu acceptables.  
En 1959, Russell et Burch ont proposé la règle des « 3Rs » (Russell et Burch, 1959) :  
- Réduire : le nombre d’animaux utilisés à des fins scientifiques ;  
- Raffiner : la méthode utilisée (analyses statistiques, inclusion de points limites) ;  
- Remplacer : les modèles animaux par des techniques in vitro.  
Depuis ce principe a été introduit dans la directive européenne (2010/63/UE) et appliqué en France 
(décret du 1er février 2013). Sur la base du principe des « 3Rs » nous avons tenu à proposer une 
alternative à l’expérimentation animale. Dans ce sens, les travaux de l’équipe de Béringue ont 
dernièrement mis au point une technique optimisée de PMCA s’affranchissant d’homogénat 
cérébraux comme substrat (Moudjou et al., 2016) : amplification de plusieurs souches de prions 
grâce à des cellules épithéliales de lapin (RK13).  
L’utilisation de cellules iPS constituent une alternative prometteuse à l’expérimentation animale 
en limitant considérablement le nombre d’animaux utilisés. Les cellules iPS offrent de nombreux 
avantages en termes d’applications thérapeutiques mais surtout dans la modélisation des 
pathologies. De plus, ces cellules peuvent être issues de différentes espèces animales en fonction des 
axes de recherche : bovines (Talluri et al., 2015), murines, simiennes ou encore de issues de moutons 
(Liu et al., 2012). La reprogrammation de cellules somatiques peut être réalisée à partir de 
prélèvements peu invasifs offrant ainsi des perspectives intéressantes. Concernant les cellules iPS 
humaines, elles permettent de pouvoir travailler sur une quantité théoriquement illimitée de tissu 
humain tout en s’affranchissant des règles éthiques en vigueur sur l’utilisation de cellules souches 
embryonnaires humaines. À ce jour, une seule équipe a réussi à détecter une PrPres néoformée à 
partir d’astrocytes différenciés de cellules iPS (Krejciova et al., 2017). Ces résultats encourageants 
soulignent que les cellules iPS humaines pourraient être un modèle très utile pour étudier les prions 
et, à long terme, tester de nouveaux médicaments candidats.  
Les expositions chroniques des MBs humains apportent une preuve du concept de la sensibilité de 
ce modèle à au moins un isolat de MCJ sporadique. En effet, nous sommes en mesure d’observer 
une réplication de l’infectiosité grâce à ce modèle de culture en 3D. Bien que ces structures soient à 
leurs prémices au niveau de la caractérisation et nécessitent des essais avec différentes souches de 
prions, il apparait qu’ils pourraient, à terme, être un modèle d’infection prion. Un autre élément 
pertinent à relever est que chaque MB est unique et à prendre en tant que tel. À mon sens, cette 
hétérogénéité n’est pas un frein à la mise en place d’un modèle cellulaire et constitue même un 
modèle d’autant plus pertinent dans l’évaluation du risque de santé publique.  
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De nombreuses perspectives sont envisageables une fois que les neuro-organoïdes seront validés 
et que nous disposerons de techniques de détection. Dans notre projet seules les souches vMCJ et 
sMCJ ont été testées sur les organoïdes humains et simiens. Il serait donc pertinent de tester 
d’autres souches humaines ainsi que les souches issues de macaques myélopathiques. Pour ce faire, 
il faudrait en parallèle exposer les organoïdes humains et simiens avec des souches sporadiques, 
vMCJ et myélopathiques. L’objectif serait multiple :  
- Déterminer dans quelle proportion les organoïdes simiens et humains sont sensibles aux 
souches de prions classiques ;  
- Déterminer si les MBs humains sont sensibles aux souches de prions atypiques et donc si cela 
pourrait représenter un risque en termes de santé publique ; ce qui implique de disposer de 
techniques de lectures adaptées (pistes explorées au laboratoire avec des démasquages 
améliorés d’épitopes en immunohistochimie) ; 
- Déterminer si des différences en termes de marqueurs cellulaires, distribution de la PrPC, 
distribution des dépôts anormaux de la PrP sont retrouvés en fonction des souches testées 
pour disséquer la physiopathologie centrale de ces souches.  
Ces dernières hypothèses nécessitent que nous soyons en mesure d’obtenir des techniques de 
détection robustes et optimisées. Il faudrait donc inoculer ces MBs à des souris sensibles aux souches 
exposées : souris Swiss (souches vMCJ et myélopathiques) et souris humanisées (souche sporadique). 
De plus, il est primordial de discuter de la pertinence d’avoir un modèle mimant au plus près le SNC 
dans la mesure où les souches myélopathiques affectent préférentiellement la moelle épinière.  
De façon plus large il semble possible que ce nouveau modèle d’étude puisse permettre de 
modéliser d’autres maladies neurodégénératives notamment les protéinopathies. En effet, les 
maladies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer, de Parkinson ou encore la sclérose 
latérale amyotrophique présentent de nombreuses similitudes avec les maladies à prions. Ces 
pathologies sont qualifiées de protéinopathies associées à des mécanismes de propagation de type 
prion (« prion-like ») (Luehmann et al., 2006 ; Jucker et Walker, 2013 ; Walker et Jucker, 2015). Ces 
pathologies sont surtout caractérisées par des mécanismes biologiques complexes et communs à 
savoir une altération du métabolisme protéique associée à l’accumulation anormale de protéines. 
Elles sont caractérisées par une dégradation progressive du SNC avec une destruction d’une 
population précise de cellules nerveuses (par exemple les neurones dopaminergiques dans la 
maladie de Parkinson) associées à des altérations des transmissions synaptiques.  
Elles ont toutes des atteintes cérébrales diverses (neurologiques et cognitives) associées à une 
diversité symptomatologique (troubles moteurs, cognitifs, et mnésiques) avec des affections 
invalidantes pour le patient et son entourage. Dépourvu de traitement curatif, les lésions 
neurologiques sont irréversibles et conduisent à la mort du patient. La distinction majeure avec les 
maladies à prion reste qu’aucune étude n’a permis de mettre en évidence que les protéines 
anormalement accumulées dans les protéinopathies soient infectieuses et transmissibles. Ainsi, dans 
un contexte où le recours à des animaux à des fins scientifiques tant à être de plus en plus limité, les 
modèles cellulaires contribuent une alternative intéressante afin d’étudier les maladies à prions. Les 
organoïdes neuro-ectodermiques, une fois les techniques de détection optimisées, pourraient être 
un excellent candidat.   
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Conclusion  
Bien que nous soyons plus de 20 ans après l’apparition des premiers cas de variante de la maladie de 
Creutzfeldt-Jakob (vMCJ), il persiste un risque de transmission d’Homme à Homme comme cela a été 
souligné suite à l’apparition de trois cas secondaires à des actes transfusionnels. L’inquiétude réside 
dans le caractère transmissible de l’agent, la présence d’infectiosité dans un grand nombre de tissus 
et l’absence de détection ante mortem. Plusieurs recherches tendent à mettre en place des 
techniques de détection néanmoins, elles ne sont pas encore appliquées en routine chez l’Homme. 
Face au risque avéré de contamination transfusionnelle interhumaine de la vMCJ, une évaluation 
expérimentale dans le modèle du macaque cynomolgus a été conduite au sein du laboratoire. Elle a 
permis de distinguer différents phénotypes (classiques, asymptomatiques et myélopathiques) chez 
les macaques transfusés. L’analyse de l’ensemble des ganglions lymphatiques des macaques 
transfusés vMCJ souligne une forte hétérogénéité dans la réplication de la PrP anormale. La majorité 
des macaques myélopathiques ne présentent pas de réplication périphérique bien que ce phénotype 
soit transmissible à des souris conventionnelles. Les travaux que nous avons réalisés contribuent à 
une meilleure compréhension des différentes souches de macaques obtenues après transfusion 
expérimentale et ont été complétées par l’inoculation à des souris immunodéficientes. Les 
transmissions à ces souris immunodéficientes révèlent que les souches atypiques sont transmissibles 
par voie périphérique et en absence d’un système immunitaire fonctionnel. Cette caractérisation des 
souches myélopathiques permet de suggérer qu’elles utilisent des voies de réplication non liées aux 
structures immunitaires. En parallèle, l’étude descriptive d’un large panel de rates de plusieurs 
espèces a permis d’émettre l’hypothèse que des différences anatomiques pourraient être à l’origine 
de phénomènes de réplication périphérique différents en fonction des souches utilisées.  
La compréhension des mécanismes centraux a nécessité la mise en place d’un modèle d’infection in 
vitro, alternatif à l’expérimentation animale. Nous avons généré des organoïdes cérébraux cultivés 
en trois dimensions à partir de cellules souches pluripotentes induites (cellules iPS) humaines, et 
pour la première fois, des organoïdes à partir de cellules souches pluripotentes simiennes et murines. 
Récemment décrites, les cellules souches pluripotentes offrent une alternative prometteuse à 
l’utilisation des cellules souches embryonnaires. Nos résultats d’infection confirment que les 
organoïdes cérébraux humains sont sensibles à au moins un isolat de prion associé aux formes 
sporadiques humaines, constituant ainsi un modèle in vitro de cellules humaines infectables par des 
souches humaines. Mimant la complexité du cerveau humain, le modèle d’organoïde cérébral offre 
un nouvel outil d’étude déclinable dans les études de physiopathologie et thérapeutiques des 
maladies à prions mais également pour d’autres protéinopathies neurodégénératives pour lesquelles 
des mécanismes de type prion ont été observés.  
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